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Résumé : 
L’accumulation de biopolymère de réserve (PolyHydroxyAlcanoates ou PHA) par la souche 
Cupriavidus necator, à partir de substrats de type acides gras volatils (acide butyrique, acide propionique et 
acide acétique) a été étudiée. Elle est induite par une limitation phosphore. Les performances atteintes lors 
des cultures se situent parmi les meilleures de la littérature pour ce type de substrat : jusqu’à 66 g.L-1 de 
biomasse totale avec un pourcentage d’accumulation massique de 88% en PHB –PolyHydroxyButyrate- ou 
en PHB-co-HV -PolyHydroxyButyrate-co-HydroxyValerate- comportant jusqu’à 52% de motifs d’HV. 
Pour chaque source carbonée, une caractérisation cinétique et stœchiométrique de la souche a été 
réalisée en l’absence d’effets inhibiteurs dus aux substrats acides grâce à des cultures de type Fed-Batch 
avec des apports non limitants et non inhibiteurs en carbone. Il a été dégagé : 
- un taux de croissance maximal de la souche de 0,33 h-1 pour les trois acides étudiés 
- une relation entre vitesse spécifique de production de PHA et taux de croissance fixée par la 
disponibilité et les flux de production de NADPH2 avec un découplage inverse pour les taux de 
croissance supérieurs à 0,05 h-1 et un couplage partiel pour les taux de croissance inférieurs 
- un optimum de 0,35 Cmole.Cmole-1.h-1, associé à un taux de croissance de l’ordre de 0,05 h-1. 
- une amélioration de la production de PHB en termes de vitesses spécifiques mais également en 
termes de rendements si une faible croissance résiduelle est maintenue 
La réponse de la souche à un excès de substrat acide a été caractérisée via l’étude de régimes 
transitoires induits par des pulses sur des cultures continues préalablement stabilisées en régime 
permanent. Il a été montré qu’en excès de phosphore, face à un brusque excès de substrat, la souche est 
incapable d’adapter rapidement son taux de croissance. L’excès est donc dirigé vers la production de PHA 
dont les voies sont plus rapidement mobilisables. En conditions limitantes de phosphore, le substrat 
excédentaire est utilisé pour la production de PHA. L’inhibition par les acides se traduit par une diminution 
des capacités de biosynthèse de la biomasse et des PHA entrainant une réduction de l’assimilation du 
carbone puis une diminution des rendements de conversion. D’autre part la sensibilité d’un système continu 
à un excès de substrat dépend du point de fonctionnement choisi : plus il est optimal en termes de vitesse, 
moins le système est robuste. L’acide propionique est très inhibiteur comparé aux autres acides étudiés (dès 
3-4 mM contre 30-40 mM). Il n’agit pas simplement via une accumulation excessive dans le cytoplasme mais 
il exerce également une inhibition spécifique des voies métaboliques. 
Un antagonisme entre les substrats (acide acétique et butyrique) a été constaté et expliqué grâce à 
une analyse des flux métaboliques. L’acide acétique est assimilé préférentiellement pour produire la 
biomasse, l’énergie et les cofacteurs nécessaires à la production de PHA, alors que l’acide butyrique est 
utilisé pour la synthèse de PHB. La proportion maximale d’acide acétique admise dans l’alimentation en 
fonction des conditions fixées en régime permanent est calculée et peut être limitée à 40% du carbone. 
Enfin il a été déterminé que si une croissance résiduelle est assurée grâce à un apport en 
phosphore, le pourcentage maximal d’HV dans le polymère dépend du taux d’acide propionique dans 
l’alimentation et ne peux dépasser 33 ± 5% sur acide propionique pur. Par contre, si aucune croissance 
résiduelle n’est assurée, il est possible de convertir l’acide propionique en motifs d’HV uniquement. 
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Abstract : 
Reserve Biopolymer (PolyHydroxyAlkanoates or PHA) accumulation by the strain Cupriavidus 
necator, from Volatile Fatty Acids (VFA, like butyric acid, propionic acid and acetic acid) was investigated. 
This production is induced by a phosphorus limitation. For this type of substrates, performances reached 
during cultures are among the best listed in the literature: up to 66 g.L-1 of total biomass with 88% (w/w) of 
PHB –PolyHydroxyButyrate- or PHB-co-HV -PolyHydroxyButyrate-co-HydroxyValerate- with a HV content up 
to 52 Mole%. 
For each carbon source, kinetic and stoechiometric characterization has been carried out thanks to 
Fed-Batch cultures with non-limiting and non-inhibitory carbon feed. It has been established: 
- a maximal growth rate of 0,33 h-1 for the three acid investigated 
- a relationship between specific PHA production rate and growth rate which is set by the 
availability and production flux of NADPH2. For growth rate above 0,05 h-1, there is an inverse 
coupling. For growth rate under 0,05 h-1, there is a partial coupling. 
- an optimum of 0,35 Cmole.Cmole-1.h-1 is associated with a growth rate of 0,05 h-1. 
- if a low residual growth rate is maintained, an improvement of PHB production is recorded in 
terms of specific production rate and yields 
The response of the strain to an excess of acid substrate was characterized through the investigation 
of transient state induced by pulsed addition of substrate during continuous cultures stabilized in steady 
state. It was shown that in excess of phosphorus, when there is a substrate excess, the strain is unable to 
quickly adapt its growth rate, so the excess is directed to PHA production whose ways seem to be more 
easily mobilized. Under phosphorus limitation, an excess of substrate is used for PHA production. Acid 
inhibition results in a decrease in biomass and PHA production capacity which leads to a decrease in carbon 
assimilation and conversion yields. The sensitivity of a continuous system to an excess of substrate depends 
on the chosen operating point: the more it is optimal in terms of specific production rate, the less the system 
is robust. Propionic acid is highly inhibitory compared to the other acids studied (from 3-4 mM versus 30-40 
mM). It does not act only via an excessive accumulation in the cytoplasm but also exerts a specific inhibition 
of metabolic pathways. 
An antagonism between substrates (acetic and butyric acid) has been established and explained 
thanks to the Metabolic Flux Analysis. Acetic acid is preferentially used to produce biomass, energy and 
cofactors for PHA synthesis, whereas butyric acid is used to product PHB. According to the conditions set 
during steady state, maximal content of acetic acid admitted in the feed can be calculated. It can be limited 
to 40% of the carbon in the feed. 
Finally if a growth rate is maintained thanks to a phosphorus supply, the maximal HV content in 
polymer is function of propionic acid in the feed and cannot exceed 33 ± 5 Mole% on pure propionic acid. 
Conversely, if there is no residual growth, a total conversion of propionic acid into HV is allowed. 
KeyWords: Cupriavidus necator, Ralstonia Eutropha, PolyHydroxyButyrate (PHB), PolyHydroxyAlkanoates 
(PHA), HydroxyValerate (HV), Volatile Fatty Acids (VFA), Metabolic Flux Analysis (MFA) 
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La commission des communautés européennes fixe comme objectifs pour 2020 une réduction de 
20% des énergies primaires consommées (par rapport aux projections de la consommation énergétique 
pour 2020), une réduction de 20% des gaz à effets de serre rejetés (comparé à 1990) et impose la 
production de 20% d’énergie renouvelable et l’emploi de 10 % de biocarburants (COM(2007) 2 ; COM(2006) 
845 ; COM(2006) 545). Dans ce contexte, les acteurs du traitement de l’eau et en particulier Veolia 
Environnement souhaitent passer d’une logique d’épuration des effluents à une logique de bioraffinerie. 
D’après l’American National Renewable Energy Laboratory (NREL), “une bioraffinerie est une industrie qui 
intègre des procédés de conversion de la biomasse et des équipements pour produire des carburants, de 
l’énergie, des matériaux et des intermédiaires chimiques à partir de biomasse. En produisant de multiples 
produits, une bioraffinerie peut tirer avantage des différents composés de la biomasse et maximiser la valeur 
ajoutée issue de cette ressource renouvelable”. L’application de ce concept au secteur de l’assainissement 
permettrait de valoriser les effluents en eaux réutilisables, bioénergies, biomatériaux et ingrédients minéraux 
comme schématisé sur la Figure 1. Un intérêt grandissant est porté à ce type de démarche comme en 
témoigne les revues de Li et Yu 2011 et Angenent et al. 2004. 
Gisement 
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Figure 1 : Le concept de bioraffinerie appliqué au traitement des effluents urbains, industriels et agricoles (d’après Veolia 
Environnement Recherche et Innovation) 
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L’assainissement des effluents liquides industriels ou urbains génère actuellement des quantités de 
déchets importantes. Elles sont majoritairement constituées par les boues d’épuration qui représentaient en 
2008, en France, 1 500 000 tonnes de matière organique sèche. Ces boues sont dirigées à 47 % vers 
l’épandage agricole, à 26 % vers le compostage, à 27 % vers l’incinération ou la mise en décharge (Hocquet 
et Golla 2010). Cette matière organique constitue donc un important gisement de matière première 
renouvelable à valoriser. 
Le projet ANR VALORIA s’inscrit dans cette logique de valorisation des boues et de bioraffinerie en 
proposant le “développement d’une nouvelle filière de traitement et de valorisation des sous-produits 
organiques issus de l’assainissement” en bioplastique de type polyhydroxyalcanoates (ou PHA) par voie 
microbienne. 
Il est important de définir le terme bioplastique car son sens peut différer selon les usages (Conseil 
National de l'Emballage 2009). Ce terme est utilisé aussi bien pour désigner : 
- l’origine de la ressource utilisée qui est renouvelable, le terme de biosourcé est alors 
généralement employé 
- la gestion de la fin de vie du produit, soit sa biodégradabilité, c'est-à-dire sa "capacité intrinsèque 
à être dégradé par une attaque microbienne, pour simplifier progressivement sa structure et 
finalement se convertir facilement en eau, CO2 et/ou CH4 et une nouvelle biomasse" (Source : 
ADEME Bewa 2005) 
Ainsi les bioplastiques peuvent être des polymères biosourcés mais non biodégradables comme le 
“PE vert“ synthétisé à partir de bioéthanol, ou des polymères biodégradables mais d’origine fossile (Cf. 
Figure 2). Au contraire, les PHA présentent l’avantage de combiner ces deux caractéristiques : biosourcé et 
biodégradable. 
 
 
Figure 2 : Classification des polymères en fonction de leur origine (Biosourcé ou Fossile) et de leur biodégradabilité (d’après 
Shen et al. 2009) 
 
A l’heure actuelle le marché des bioplastiques biosourcés est encore faible : en 2009, la production 
massique annuelle mondiale ne représentait que 0,1 % de la production totale de matières plastiques 
(European Bioplastics et University of Applied Sciences and Arts Hanover 2011 et PlasticsEurope EUPC 
EPRO EuPR 2010). Ce marché est cependant en plein essor : selon différentes estimations, il devrait 
représenter entre 1 500 000 et 4 500 000 tonnes en 2020 (Cf. Figure 3) alors qu’en 2010 il est évalué à 
580 000 tonnes dont 15 % de PHA (European Bioplastics et University of Applied Sciences and Arts 
Hanover 2011). Ceci représenterait un taux de croissance annuel de 10 à 23%. 
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Figure 3 : Projection de la capacité mondiale de production de bioplastiques biosourcés jusqu'en 2020 (Source : Shen et al. 
2009) 
 
Les PHA, comparés aux autres bioplastiques biosourcés et biodégradables, présentent une 
importante gamme de propriétés thermoplastiques en raison du nombre de monomères connus les 
constituants (environ cent sont recensés actuellement). Le PHB (ou Poly-Hydroxy-Butyrate) qui est le PHA le 
plus couramment produit, est d’un usage limité car fragile et raide. L’incorporation d’autres monomères de 
chaînes plus longues comme les HV (hydroxyvalérate), HH (hydroxyhexanoate) ou HO (hydroxyoctanoate) 
améliore les propriétés mécaniques des polymères (Suriyamongkol et al. 2007). La gamme des différents 
procédés de mise en œuvre des PHA et des produits obtenus en fonction de leur structure (taux de 
comonomères et masse moléculaire) est illustrée sur la Figure 4. Les PHA possèdent donc un important 
potentiel de substitution technique aux plastiques issus du pétrole comme le PVC, les PE basses et hautes 
densités ou encore le polypropylène (PP) (Cf. Tableau 1). 
 
Figure 4 : Procédés de mise en œuvre de PHA et exemples de produits en fonction de leur masse moléculaire et de leur teneur 
en co-monomères (Noda et al. 2010) 
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Tableau 1 : Potentiel de substitution technique des PHA aux matières plastiquesd’origine pétrochimique (d’après Shen et al. 
2009) 
PVC PEbd PEhd PP PA PET PBT PC PUR ABS 
+ + + + - -/+ -/+ - -/+ -/+ 
+ substitution partielle 
- aucune substitution 
-/+ potentiel de substitution variable selon les personnes interrogées 
 
Malgré une réduction significative des coûts de production des PHA ces dernières années, ceux-ci 
restent élevés comparés au prix actuel des matières plastiques vierges traditionnelles : il est par exemple de 
3,05 €.kg-1 pour le PHA produit par l’entreprise Tianan (Shen et al. 2009) contre 1,1 à 2 €.kg-1 pour le PVC 
ou le PET en 2011 (Cf. Figure 5). 
 
 
Figure 5 : Evolution du prix des matières plastiques vierges de 2009 à 2011 (Source : indice et cotation de l'Usine Nouvelle 
http://www.ucaplast.fr/greenwasteplast/EN/en-documentations/evolution-du-prix-des-matieres-premieres-2.html) 
 
Néanmoins, Choi et Lee 1999a estiment, après simulation de différents scénarios, que les coûts de 
production de PHA pourraient descendre jusqu’à 2,6 $.kg-1 soit 1,8 €.kg-1 et ainsi être dans la fourchette des 
prix annoncés pour les matières plastiques traditionnelles. Les facteurs influençant le coût de production 
sont nombreux. Holmes 1985 considère que ce problème peut être minimisé par l’utilisation à petite échelle 
de ce polymère pour des produits à haute valeur ajoutée ou par l’utilisation de substrats renouvelables peu 
chers. En effet, jusqu’à 50% du coût de production est imputable à la matière première (Koller et al. 2010). 
Dans ce contexte, le projet VALORIA de production de PHA à partir de boues d’épuration présente un intérêt 
certain. De plus, contrairement aux matières premières renouvelables utilisées actuellement (amidon, 
sucrose, corn steep liquor), l’utilisation des effluents industriels ou municipaux n’entre pas en concurrence 
avec les industries de transformation de produits agricoles ou ne mobilisent pas des terres arables qui 
pourraient être utilisées pour des cultures alimentaires. Enfin ces flux peuvent être assurés toute l’année et 
la filière envisagée utilisera des lignes de production existantes permettant de limiter les coûts de transports, 
d’utilités… conformément aux recommandations de Koller et al. 2010. 
L’obtention de composés assimilables par les micro-organismes producteurs de PHA nécessite un 
prétraitement des boues d’épuration. Plusieurs prétraitements permettent d’obtenir des acides gras volatils 
(AGV) substrats de choix pour la production de PHA : une voie biologique, l’acidogénèse, et une voie 
thermochimique. Le spectre des acides gras volatils produits dépend fortement des matrices initiales et des 
procédés employés (Cf. Tableau 2). Les principaux acides obtenus après acidogénèse de déchets 
organiques de stations d’épuration sont l’acide acétique, l’acide butyrique, l’acide propionique et l’acide 
valérique (Sans et al. 1995). La variabilité de la composition des effluents introduit une variabilité dans la 
composition du polymère produit. En effet le substrat carboné conditionne le type de monomères obtenus. 
Par exemple l’acide acétique et/ou l’acide butyrique sont précurseurs de PHB alors que la présence de 
d’acide propionique ou valérique permet la synthèse de motifs d’hydroxyvalérate (HV). 
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Tableau 2 : Exemples de composition en acides organiques des effluents obtenus après acidogénèse de déchets 
Source Du et al. 2004 Yu 2001 Sans et al. 1995 
Matière première Déchets organiques solides issus de l’industrie agroalimentaire Déchets d’amidonnerie 
Déchets organiques solides de 
stations d’épuration 
Acide valérique x < 5% 1-20% 
Acide butyrique 41% 2-40% 5-32% 
Acide propionique 3% 10-30% 7-15% 
Acide lactique 48% x x 
Acide acétique 8% 60-80% 35-85% 
 
Malgré les nombreux avantages précédemment cités de l’utilisation des AGV issus de 
l’assainissement comme substrats pour la production de PHA, ils peuvent également avoir des effets 
négatifs sur les performances des cultures. En effet des concentrations résiduelles en AGV dans le milieu 
peuvent inhiber les micro-organismes producteurs, des synergies et /ou antagonismes entre les substrats 
peuvent apparaitre. De plus la variabilité dans la composition du polymère obtenu représente un problème 
pour la mise en œuvre de ces matières en plasturgie et pour la qualité du produit final qui comme évoqué 
précédemment dépend énormément de deux facteurs : le poids moléculaire et le taux de co-monomère (Cf. 
Figure 4). L’introduction d’une stratégie de contrôle de la synthèse des comonomères pendant l’étape de 
bioproduction de PHA devrait permettre de résoudre ce problème de variabilité et de mettre en place une 
filière permettant la production de biopolymères “sur-mesure”. 
Une centaine d’espèces de procaryotes est capable de synthétiser et d’accumuler des PHA, 
substance carbonée de réserve produite par ces micro-organismes lorsqu’ils sont soumis à une limitation 
nutritionnelle autre que le carbone (N, O, P, S, K+, Mg2+, Fe2+, Mn, Co, Cu, Ca, Sn, Koller et al. 2010). Chez 
les cellules eucaryotes comme chez la levure ou les plantes, la production de PHA par voie recombinante 
est également étudiée (Suriyamongkol et al. 2007). A l’échelle industrielle (Cf. Tableau 3), les souches 
bactériennes choisies sont essentiellement Aeromonas hydrophila, Alcaligenes latus, Bhurkolderia sp, 
Cupriavidus necator (anciennement Ralstonia eutropha et Alcaligenes eutrophus), et Escherichia coli 
recombinante.  
 
Tableau 3 : Souches bactériennes utilisées à l’échelle industrielle pour la production de PHA (d’après Chen 2010, Reinecke et 
Steinbuchel 2009) 
Entreprise Micro-organismes utilisés 
ICI puis Monsanto 
(Royaume-Uni / Etats-Unis) Cupriavidus necator 
Chemie Linz (Autriche) Alcaligenes latus 
Metabolix (Etats-Unis) Cupriavidus necator et Escherichia coli (rec.!) 
PHB Industrial Usina da Pedra-Acucare Alcool Brazil (Brésil) Bhurkolderia sp. 
Zhejiand Tian An (Chine) Cupriavidus necator 
Jiangmen Biotech Center avec P&G (Chine) Aeromonas hydrophila 
Tianjin Northern Food (Chine) Cupriavidus necator 
Lantian Group (Chine) Escherichia coli (rec.!) 
Tianjin Green Bioscience avec DSM (Chine) Cupriavidus necator et Escherichia coli (rec.!) 
(rec. !) : espèces recombinantes 
 
Les critères de sélection de microorganismes pour la production de PHA sont nombreux et 
répondent essentiellement à des critères économiques et à des besoins qualitatifs pour les applications 
visées. Ainsi le rendement de conversion du substrat en PHA, les vitesses spécifiques de production de 
biomasse et de PHA ainsi que les substrats assimilables par la souche sont autant de paramètres qui 
influent fortement le coût du procédé (Choi et Lee 1999a, Ramsay et al. 1994). Le downstream processing 
représente également un poste important (Koller et al. 2010). Le pourcentage d’accumulation de PHA dans 
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la biomasse constitue donc un paramètre important à optimiser : Selon Ramsay et al. 1990a, la souche 
choisie pour la production doit accumuler au moins 60% (g.gMS-1) de PHA. Pour l’aspect qualitatif, la souche 
doit être capable de synthétiser des polymères avec une masse moléculaire supérieure à 500 kDa 
(Braunegg et al. 1995) et d’incorporer au polymère des monomères variés pour satisfaire aux exigences des 
produits finis en termes de propriétés. 
Une autre approche se développe actuellement dans le contexte de l’assainissement : l’utilisation in 
situ de consortiums microbiens issus des stations d’épuration. La production de PHA dans les stations a été 
observée pour la première fois par Wallen et Rohwedde.Wk 1974. L’intérêt d’utiliser ces consortiums serait 
d’apporter une plus grande robustesse au procédé de production de PHA à partir de substrats complexes et 
d’éviter les opérations de stérilisation nécessaires en souche pure (Serafim et al. 2008). Néanmoins, ces 
consortiums sont des systèmes très complexes qui contiennent également des micro-organismes non 
producteurs de PHA. Afin d’obtenir un taux de PHA compatible avec une extraction à faible coût, il est 
absolument nécessaire de procéder à un enrichissement (ou sélection) du consortium pour obtenir une 
population de producteurs la plus homogène possible avec une capacité d’accumulation stable et élevée 
(Serafim et al. 2008). 
Pour avoir un système de production maîtrisé, il a été choisi, dans ces travaux de thèse, d’utiliser un 
micro-organisme modèle en culture axénique : Cupriavidus necator. En 1987, Byrom avait déjà retenu celui-
ci comme étant le microorganisme le plus attractif pour la production industrielle. Verlinden et al. 2007 
confirment que l’utilisation de C. necator semble toujours être le procédé le plus économique. En effet, ce 
microorganisme possède la capacité d’accumuler plus de 80% de sa masse cellulaire en PHB à haut poids 
moléculaire. Il utilise différents types de substrats comme le fructose, l’acétate, le propionate, le lactate ou 
encore le benzoate. La souche sauvage est incapable de croître sur glucose, par contre la souche mutante 
DSM 545, choisi pour cette étude, possède cette capacité (Aragno et Schlegel 1981). 
 
Figure 6 : Image de cellules de Cuprividus necator contenant des granules de PHB, obtenue par microscopie électronique à 
transmission (Tian et al. 2005) 
L’utilisation de ce micro-organisme modèle permettra de compléter les connaissances sur l’utilisation 
des AGV pour la production de PHA comme de biomasse et constituera un référentiel. Les connaissances 
ainsi établies pourront ensuite être utilisées pour des procédés de production axénique ou pourront être 
transposées à des systèmes plus complexes (consortiums) en ayant identifié et résolu au préalable un 
certain nombre de verrous. 
Les travaux présentés dans ce manuscrit ont pour objectifs d’identifier et de quantifier les 
mécanismes métaboliques majeurs susceptibles de contrôler l’accumulation et la nature des biopolymères 
produit par Cupriavidus necator sur substrat de type acide gras volatil. La synthèse du polymère est induite 
par une limitation phosphore. Les substrats (acide butyrique, acide propionique et acide acétique) ont été 
étudiés individuellement puis en mélanges représentatifs de la diversité qualitative et quantitative de source 
de carbone disponible après traitement biologique ou thermochimique de résidus organiques issus de 
stations d’épuration. 
0,5 µm 
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La démarche qui a été mise en place, associe modélisation et cultures en fermenteurs en conditions 
performantes de production de PHA. Dans un premier temps, pour chaque source carbonée, une 
caractérisation cinétique et stœchiométrique de la souche a été réalisée en l’absence d’effets inhibiteurs dus 
aux substrats acides. Pour cela des cultures de type discontinu alimenté (Fed-Batch) avec des apports non 
limitants et non inhibiteurs en carbone ont été mises en place. Dans un second temps, les effets inhibiteurs 
des AGV ont été étudiés via l’induction de régimes transitoires par des perturbations de type pulse sur des 
cultures continues préalablement stabilisées en régime permanent. De plus des antagonismes entre 
substrats, notamment entre l’acide butyrique et l’acide acétique ont été mis en évidence et expliqués, grâce 
à la confrontation des expérimentations et du modèle métabolique préalablement validé sur chaque substrat. 
Enfin un intérêt particulier a été porté à la conversion de l’acide propionique. En effet cette source de 
carbone permet d’obtenir comme polymère du PHB-co-HV qui a des caractéristiques mécaniques plus 
intéressantes que le PHB synthétisé à partir de l’acide acétique et de l’acide butyrique. 
Cette étude bénéficie de la collaboration et du soutien financier de Veolia Environnement Recherche 
et Innovation, ainsi que du soutien financier de l'Association Nationale de la Recherche et de la Technologie 
(ANRT) via le dispositif Cifre et de l’Agence Nationale de la Recherche (ANR) via le Programme de 
Recherche sur les Ecotechnologies et le Développement Durable (PRECODD). 
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Dans l’étude bibliographique suivante, le premier chapitre est consacré à la description des 
polymères d’intérêts, les polyhydroxyalcanoates (PHA), et à leurs propriétés. La partie suivante présente 
succinctement les procédés de production des PHA. La troisième partie est centrée sur les substrats étudiés 
et leurs effets inhibiteurs. Enfin la dernière partie concerne la description du micro-organisme d’étude 
Cupriavidus necator et de son métabolisme. 
I DESCRIPTION ET PROPRIETES DES POLY-HYDROXY-ALCANOATES (OU PHA), 
BIOPOLYMERES D’INTERET INDUSTRIEL 
I.1 DESCRIPTION GENERALE DES POLY-HYDROXY-ALCANOATES 
Les PHA, sont des polyesters d’hydroxyalcanoates variés, synthétisés par de nombreux 
microorganismes. La première description d’un PHA est due à Lemoigne 1926 qui a trouvé des inclusions de 
PHB dans Bacillus megaterium. 
I.1.1 Structure 
Les PHA sont composés de monomères de R-3-hydroxy acides gras qui forment un polyester 
linéaire. La formule générale de ces polymères est présentée sur la Figure 7 suivante avec la composition 
des principaux monomères. Cependant cette liste est loin d’être exhaustive puisque Steinbuchel et Valentin 
1995) recensent l’existence de 91 monomères. 
 
O (CH2)nC
H
R
C
O
100-30000
 
n R Polymère Abréviation 
1 H Poly(3-hydroxypropionate) P (3-HP) 
1 CH3 Poly(3-hydroxybutyrate) P (3-HB) 
1 CH2-CH3 Poly(3-hydroxyvalérate) P (3-HV) 
1 (CH2)2-CH3 Poly(3-hydroxyhexanoate) P (3-HH) 
1 (CH2)4-CH3 Poly(3-hydroxyoctanoate) P (3-HO) 
1 (CH2)8-CH3 Poly(3-hydroxydodecanoate) P (3-HD) 
2 H Poly(4-hydroxybutyrate) P (4-HB) 
3 H Poly(5-hydroxyvalérate) P (5-HV) 
Figure 7 : Structure générale des PHA (Lee 1995) 
Les polymères sont toujours de configuration R car les enzymes de polymérisation (les PHA 
synthases) sont stéréospécifiques. 
En fonction du nombre de carbone dans la chaîne, les PHA peuvent être divisés en trois groupes : 
- Les PHA à courte chaîne (ou short chain : PHASC), formés d’unités monomériques de 3 à 
5 carbones. Cette catégorie comporte le poly(3-hydroxybutyrate) (ou P(3-HB)) et le poly(3-
hydroxyvalérate) (ou P(3-HV)). 
- Les PHA à chaîne latérale moyenne (ou Medium Chain : PHAMC), formés d’unités 
monomériques de 6 à 14 carbones 
- Les PHA à chaîne latérale longue (ou Long Chain : PHALC), formés d’unités 
monomériques de plus de 14 carbones. 
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I.1.2 Architecture macromoléculaire 
Les PHA sont accumulés sous forme d’inclusions sphériques (5 à 20 par cellules) de 0,1–0,5 µm de 
diamètre localisées dans le cytoplasme. Ils peuvent être visualisés avec un microscope à contraste de 
phase grâce à leur haute réfractivité (Dawes et Senior 1973; Grage et al. 2009). 
Le poids moléculaire des PHA peut atteindre 3000 kDa chez C. necator (Ballard et Senior 1987, Lee 
et al. 2008). Les chaînes de polymères sont organisées en micro fibrilles de 10-15 nm de diamètre qui 
s’enroulent pour former une granule sphérique (Ballard et Senior 1987). 
Les granules, sous leur forme native (dans la cellule), ont un cœur hydrophobe amorphe mobile 
(Barnard et Sanders 1989) et sont entourées d’une couche unique de phospholipides contenant des 
phasines (Zinn et al. 2001, Sudesh et al. 2000, Steinbuchel 2001), des polymérases (ou PHA synthase), des 
dépolymérases (Luengo et al. 2003) et des protéines régulatrices (PhaR) (Grage et al. 2009) (Cf. Figure 8). 
Cette couche est d’une épaisseur de 15-20 nm autour du PHB (Lundgren et al. 1964). La structure de 
l’enveloppe des granules diffère selon les microorganismes (Stuart et al. 1998). 
PHA
Dépolymérase
Phasine
Polymérase
Monocouche de Phospholipides
Protéine régulatrice
 
Figure 8 : Représentation schématique de la structure d'un granule de PHA (d’après Luengo et al. 2003 et Potter et 
Steinbuchel 2006 ). 
Il existe actuellement deux modèles de biogenèse des granules (Grage et al. 2009) représentés sur 
la Figure 9 : 
- Le modèle „micelle“ : basée sur l’hypothèse que la polymérase est présente dans la cellule 
sous une forme soluble plus ou moins répartie de façon aléatoire dans le cytoplasme. 
Quand la polymérisation démarre, la chaîne de polyester convertie l’enzyme initialement 
soluble en molécule amphiphatique et la chaîne hydrophobe de PHA s’agrège dans une 
structure de type micelle. 
- Le modèle „bourgeonnant“ (ou „budding“) : suggère que la polymérase est localisée sur la 
surface interne de la membrane cytoplasmique. La biosynthèse du polymère est dirigée 
dans l’espace inter-membranaire où les chaînes s’accumulent jusqu’à ce que l’inclusion de 
PHA entourée d’une couche unique de phospholipides se détache. Ce modèle néglige le 
fait qu’il n’y a jamais de polymérase et de phasines sur la membrane cytoplasmique 
(Potter et Steinbuchel 2006). En revanche, il expliquerait que la synthèse du PHB ne 
s’initie pas de manière aléatoire dans la cellule, mais qu’elle est localisée à proximité de la 
paroi et aux pôles de la cellule (Jendrossek 2005). 
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Figure 9 : Schéma des deux modèles de biogenèse des granules de PHA d’après Potter et Steinbuchel 2006 et Stubbe et Tian 
2003 
I.2 PROPRIETES 
I.2.1 Propriétés mécaniques 
La famille des PHA possède un large panel de propriétés mécaniques allant de formes très 
cristallines à des formes élastiques selon la composition monomérique du polymère. 
Les propriétés d’un matériel plastique souhaitables sont : un point de fusion élevé et éloigné de la 
température de dégradation, une faible rigidité, une haute résistance à la pression, une résistance à 
l’élongation avant rupture et une forte résistance à l’impact, une masse moléculaire élevée… Elles peuvent 
différer selon les applications. 
Tableau 4: Comparaison des propriétés mécaniques de polymères (d’après Ballard et Senior 1987, Lee 1995 Pereira et al. 2008 
et Koller et al. 2010) 
Polymères Copolymères (mol %) 
T. de fusion 
Tm (°C) 
T. de 
transition 
vitreuse Tg 
(°C) 
T. de 
cristallisatio
n Tc (°C) 
Module de 
Young (GPA) 
Résistance à 
la traction 
(MPa) 
Elongation 
avant rupture 
(%) 
Résistance 
aux chocs 
Izod (J/m) 
P(3HB) - 179 10 / 3 104 3,5 40 5 50 
3 170 8 - 2,9 38 - 60 
9 162 6 - 1,9 37 - 95 
14 150 4 / -4 70 1,5 35 - 120 
20 145 -1 - 1,2 32 50 200 
25 137 -6 - 0,7 30 - 400 
P(3HB-co-3HV) 
100 110 -19 41 - - - - 
3 166 - - - 28 45 - 
10 159 - - - 24 242 - 
16 - - - - 26 444 - 
64 50 - - 30 17 591 - 
P(3HB-co-4HB) 
90 50 - - 100 65 1080 - 
P(4HB) - 53 - - 149 104 1000 - 
P(3HH-co-3HO) - 61 - - - 10 300 - 
Polypropylène - 170 - - 1,7 34,5 400 45 
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Le PHB a de bonnes propriétés thermoplastiques et possède une plage de température d’utilisation 
importante de -30°C à 120°C (Shen  et al. 2009). Ce polymère est néanmoins d’un usage assez limité car 
c’est un bioplastique raide, fragile et qui se décompose à une température de l’ordre de 200°C proche de sa 
température de fusion (179°C) (Lee 1995). 
Le PHB-co-HV possède de meilleures propriétés mécaniques : plus la proportion d’HV dans le 
polymère est importante plus le polymère est flexible et résistant (l’élongation avant rupture augmente). De 
plus, la température de fusion diminue avec l’augmentation du taux d’HV (Cf. Tableau 4) sans que la 
température de dégradation ne varie (Lee 1995), augmentant ainsi la fenêtre de processabilité. 
De façon générale, les PHA composés principalement de monomères d’HB (hydroxybutyrate) avec 
une fraction de monomères plus longs comme les HV (hydroxyvalérate), HH (hydroxyhexanoate) ou HO 
(hydroxyoctanoate) sont des plastiques plus flexibles et plus résistants. Il faut noter que l’incorporation d’HA 
à chaînes moyennes comme les HO ou HH confèrent des propriétés élastomériques aux polymères qui se 
rapprochent des caoutchoucs (Suriyamongkol et al. 2007). 
I.2.2 Biodégradabilité 
Une des propriétés les plus attractives des PHA est leur biodégradabilité totale en trois à neuf mois. 
Un nombre important de bactéries et champignons aérobies et anaérobies sont capables de dégrader les 
PHA grâce à leurs PHA dépolymérases (Jendrossek et Handrick 2002). Le taux de biodégradation dépend 
de nombreux facteurs dont la population microbienne, l’environnement, la température mais également des 
propriétés du polymère à dégrader (Jendrossek et al. 1996). En aérobie, les produits finaux de la 
dégradation sont du CO2 et de l’eau. En conditions anaérobies, du méthane est également produit (Lee 
1995). 
I.2.3 Biocompatibilité 
Des tests montrent que le PHB est biocompatible. Ceci s’explique par la présence de l’acide R-3-
hydroxybutyrique dans le sang à des concentrations comprises entre 0,3 et 1,3 mM et dans l’enveloppe 
cellulaire des eucaryotes (Zinn et al. 2001). 
I.2.4 Autres propriétés d’intérêt 
Par rapport aux autres bioplastiques, le PHB est insoluble dans l’eau et est relativement résistant à 
la dégradation hydrolytique. Il possède également une excellente résistance aux solvants, aux UV et 
présente une faible perméabilité à l’oxygène (Shen et al. 2009). 
I.3 APPLICATIONS  
Du fait de leurs propriétés intéressantes (propriétés mécaniques, biocompatibilité et 
biodégradabilité), les champs d’application des PHA sont vastes : médecine, emballages, textiles, produits 
jetables… Des exemples sont donnés dans le Tableau 5 suivant. 
Tableau 5 : Champs d'application des PHA et exemples de produits (d’après Luengo et al. 2003, Lee 1995, Zinn et al. 2001, De 
Schryver et al. 2010) 
Champ d'application Exemples 
Médecine 
gestion des blessures (sutures, substitut de peau, agrafes…), système vasculaire 
(valves cardiaques, patch péricardiques, greffes vasculaires), orthopédie (fixations 
internes, greffes de substitut d'os…) médicaments (micro et nanosphères pour thérapie 
anticancéreuse), urologie (sondes) 
Emballages films, sacs, bouteilles… 
Textile fibres 
Produits jetables rasoirs, produits d'hygiène… 
Alimentation animale prébiotiques 
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II PROCEDES DE PRODUCTION DE PHA 
Bien que de nombreux types de PHA aient été découverts, seuls quatre d’entre eux ont été produits 
à grande échelle et commercialisés (Chen 2010) : le PHB, le PHBcoHV, le poly(3-hydroxybutyrate-co-4-
hydroxybutyrate) (P3HBco4HB) et le poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) (PHBcoHHx). A 
l’heure actuelle, quatorze entreprises sont impliquées dans le développement et la production de PHA (Cf. 
Tableau 6). La plupart des procédés existants permettent d’atteindre des concentrations en biomasse 
supérieures à 60 g.L-1 avec un taux de PHA supérieur à 50 %. 
Tableau 6 : Entreprises ayant des activités de développement et de production de PHA (Chen 2009) 
Entreprise Pays Type de PHA 
échelle de 
production 
(tonnes/an) 
Concentration 
en biomasse 
(gMS.L-1) 
%PHA (g.gMS-1) Période d’activité 
ICI Royaume-Uni PHBcoHV 300 > 160 > 75 % 1980-1990 
Chemie Linz Autriche PHB 20-100 > 60 > 75 % années 80 
BTF Autriche PHB 20-100 nc nc années 90 
Biomer Germany PHB nc > 60 > 75 % 1990-aujourd'hui 
BASF Germany PHB et PHBcoHV échelle pilote nc nc 1980-2005 
Metabolix Etats-Unis plusieurs PHA nc > 100 > 75 % 1980-aujourd'hui 
Tepha Etats-Unis plusieurs PHA nc nc nc 1990-aujourd'hui 
ADM (avec 
Metabolix) Etats-Unis plusieurs PHA 50000 nc nc 2005-aujourd'hui 
P&G Etats-Unis plusieurs PHA  nc nc 1980-2005 
Monsanto Etats-Unis PHB et PHBcoHV 
échelle 
industrielle nc nc années 90-1998 
Meredian Etats-Unis plusieurs PHA 10000 nc nc 2007-aujourd'hui 
Kaneka (avec P&G) Japon plusieurs PHA nc > 100 > 80 % 1990-aujourd'hui 
Mitsubishi Japon PHB 10 nc nc années 90 
PHB Industrial S. A. Brésil PHB 100 > 90 > 50 % 1990-aujourd'hui 
Bio-On Italie PHA nc 10000 nc nc 2008-aujourd'hui 
Zhejiand Tian An Chine PHBcoHV 2000 > 160 > 75 % 1990-aujourd'hui 
Jiangmen Biotech 
Center (avec P&G) Chine PHBHH nc < 50 < 50% années 90 
Yikeman, 
Shandong Chine PHA nc 3000 nc nc 2008-aujourd'hui 
Tianjin Northern 
Food Chine PHB échelle pilote > 200 > 80 % années 90 
Shantou Lianyu 
Biotech Chine plusieurs PHA échelle pilote nc nc 1990-2005 
Jiangsu Nan Tian Chine PHB échelle pilote > 150 > 80% 1990-aujourd'hui 
Shenzhen O'Bioer Chine plusieurs PHA nc nc nc 2004-aujourd'hui 
Tianjin Green 
Bioscience (+DSM) Chine P3HB4HB 10000 > 100 > 75 % 2004-aujourd'hui 
Shandong Lukang Chine plusieurs PHA échelle pilote ≈ 50 > 50 % 2005-aujourd'hui 
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Les étapes d’un procédé de production de PHA sont représentées sur la Figure 10. Si une souche 
unique est utilisée comme Cupriavidus necator, la première étape de la production en bioréacteur est la 
production de biomasse afin d’atteindre la concentration cellulaire voulue. Si des consortiums de micro-
organismes sont utilisés, il faut en premier lieu les enrichir en producteurs. Les étapes suivantes sont 
communes : production des PHA puis séparation de la biomasse du milieu, extraction, purification et 
séchage du polymère. 
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Figure 10 : Etapes des procédés de production de PHA 
II.1 PROCEDES DE SELECTION D’UN CONSORTIUM A FORT POTENTIEL DE PRODUCTION 
Un consortium est constitué par définition d’un ensemble de populations microbiennes en interaction 
présentant des fonctionnalités différentes. La fonction production de PHA est largement répandue dans la 
nature mais elle n’est pas universelle. Les consortiums comportent donc également une part non 
négligeable de contaminants qui ne sont pas capables de produire des PHA mais qui contribuent de manière 
négative au rapport PHA sur biomasse. Pour obtenir en fin de procédé de production, un taux 
d’accumulation dans la biomasse élevé, compatible avec des coûts d’extraction raisonnables, il faut limiter 
ces populations “contaminantes”. Cette étape nécessaire est appelée sélection. L’objectif est d’obtenir une 
population de producteurs la plus homogène possible avec une capacité d’accumulation stable et élevée 
(Serafim et al. 2008). 
Différents procédés de sélection sont répertoriés dans la bibliographie. Les principaux sont :  
- Les procédés de type “Feast & Famine” (ou ADF pour Aerobic Dynamic Feeding) consistent à 
alterner périodes d’excès de carbone (Feast) et périodes limitées en carbone (Famine). Ils 
reposent sur le principe suivant (Serafim et al. 2008) : en l’absence d’une source externe de 
substrat, la capacité anabolique des cellules est réduite (ARN, protéines…), lorsque le carbone 
est ensuite apporté en excès, les cellules sont incapables d’atteindre leur taux de croissance 
maximal et dirigent l’excès de carbone vers une voie de stockage rapidement mobilisable : la 
synthèse de PHA. Pendant la période de famine qui suit seules les cellules ayant acquis des 
réserves disposent d’une source de carbone pour se multiplier permettant ainsi un 
enrichissement progressif au cours des cycles en microorganismes capables de stocker des 
substances de réserves. 
- Les procédés de type “Anaerobic/Aerobic” (AN/AE), qui sont basés comme le “Feast & Famine” 
sur l’alternance de phases d’excès puis de limitation carbone. La différence réside dans l’ajout 
d’une pression de sélection supplémentaire pendant la période d’excès de carbone qui est une 
limitation oxygène (anaérobie). Ainsi la capacité de croissance des micro-organismes pendant 
cette phase est limitée par la disponibilité en oxygène et non par une limitation interne comme 
pour le “Feast & Famine” permettant ainsi de diriger le carbone excédentaire vers la production 
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de PHA. Les producteurs de PHA ayant pendant les cycles de famine (et en aérobie) la 
possibilité de se multiplier grâce à leurs réserves, le consortium sera donc enrichi 
progressivement au cours des cycles. 
Après cette étape de sélection / enrichissement du consortium, l’étape de production de PHA peut 
débuter. Elle est induite par une limitation interne de la croissance (ajout de substrat par pulses) ou par une 
limitation nutritionnelle comme pour les cultures pures et peut être réalisée par des procédés discontinus ou 
continus décrits dans le paragraphe suivant en s’affranchissant éventuellement de l’étape de croissance. 
Les pourcentages d’accumulation obtenus sont alors compris entre 20 et 65% selon le procédé de sélection 
utilisé, le substrat, et le mode de production choisi (Serafim et al. 2008). 
II.2 SYNTHESE DE LA BIOMASSE ET DES PHA EN BIOREACTEURS 
Le mode de culture le plus adapté dépend à la fois du micro-organisme et du substrat choisi. 
II.2.1 Procédés discontinus 
Les procédés discontinus sont les modes de production les plus courants. Ils permettent d’imposer 
facilement la limitation (azote, phosphore ou autre) requise pour la production de PHA. Les cultures 
discontinues sont constituées de deux étapes : 
1- une phase de croissance de la biomasse pour atteindre la concentration cellulaire voulue et pour 
épuiser l’élément nutritionnel déclenchant la production 
2- une phase de production de PHA proprement dite, induite par la limitation 
 Batch 
La quantité de biomasse et de PHA produite dépend de la quantité initiale de substrat et de l’élément 
limitant. Ce type de procédé n’est pas envisageable pour les substrats ayant des effets inhibiteurs sur le 
microorganisme. 
 Fed-Batch 
Le Fed-Batch permet de mieux contrôler les deux étapes de la culture. A titre d’exemple, la 
production de PHB, à partir de glucose, substrat de référence, avec la souche Cupriavidus necator, permet 
d’atteindre des concentrations en biomasse supérieures à 120 g.L-1 et des taux de PHA élevés (Cf. Tableau 
7) avec des procédés de type Fed-Batch. Les productivités volumiques vont de 1,44 g.L-1.h-1 pour la 
production à l’échelle pilote par Copersucar (Nonato et al. 2001), jusqu’à plus de 3 g.L-1.h-1 en fermenteur de 
60 L (Ryu et al. 1997). 
Tableau 7 : Production de PHB et de PHB-co-HV par Cupriavidus necator à partir de différents substrats en mode Fed-Batch  
Référence Source de Carbone 
Durée 
procédé 
(h) 
MS 
(g.L-1) 
PHA 
(g.L-1) %PHA 
%HV 
(mole.mole-
1) 
QPHA 
(g.L-1.h-1) 
Nonato et al. 2001 Sucre 45-50 120-150 72-105 65-70 % 0 1,44 
Kim et al. 1994b Glucose 50 164 121 76 % 0 2,42 
Ryu et al. 1997 Glucose 73 281 232 83 % 0 3,14 
Kim et al. 1994a Glucose et A. propionique 46 158 117 74 % 4,3 2,55 
Tsuge et al. 2001 A. acétique et lactique 42 75 55 73 % 0 1,30 
Kobayashi et al. 2000 A. Propionique 60 64 37 58 % nc 0,67 
QPHA : productivité volumique globale 
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Les procédés de type Fed-Batch permettent d’utiliser des substrats ou co-substrats potentiellement 
toxiques comme les acides gras volatils (acide acétique, acide lactique, acide propionique, acide butyrique). 
Les concentrations en biomasse atteintes ainsi que les productivités maximales recensées pour ces acides 
sont plus faibles que celles enregistrées sur glucose (Cf. Tableau 7). Néanmoins, peu d’études ont été 
publiées sur ces aspects. 
II.2.2 Procédés continus 
Les procédés continues simple étage de production de PHB nécessitent une multiplication 
permanente des cellules et ne semblent, à priori, pas être le meilleur mode de production (Babel et al. 2001) 
puisque que pour la plupart des micro-organismes (à l’exception d’Alcaligenes latus) la production de PHB 
est découplée de la croissance. Pour faire face à cette difficulté, il faut procéder à des cultures continues 
multi étages avec dans le premier réacteur, une production de biomasse à haut taux de dilution puis dans 
les réacteurs suivant, une production de PHB qui peut avoir lieu à haute vitesse spécifique. Ainsi les 
procédés continus permettent d’atteindre des productivités hautes et constantes. Ils permettent également 
l’utilisation de substrats toxiques et d’obtenir une qualité de produit constante (Babel et al. 2001). 
Par exemple, Atlić et al. 2011 ont proposé un procédé continu de production de PHB à cinq étages 
utilisant Cupriavidus necator comme souche productrice et le glucose comme substrat carboné. Ce procédé 
leur permet d’atteindre une productivité volumique de 1,85 g.L-1.h-1 supérieure à celle obtenu en Fed-Batch à 
l’échelle pilote par Copersugar (Cf. Nonato et al. 2001, Tableau 7) et un pourcentage d’accumulation 
important. Les performances obtenues avec un procédé à cinq étages sont supérieures à celles du double 
étage de Du et al (2001) présenté dans Tableau 8. 
Tableau 8 : Production de PHB par Cupriavidus necator à partir de glucose  en mode continu multi-étagé 
Référence Mode de Conduite 
Durée 
procédé 
(h) 
D1 (h-1) MS (g.L-1) 
PHA 
(g.L-1) %PHA 
QPHA 
(g.L-1.h-1) 
Du et al. 2001a; Du 
et al. 2001b 
Chemostat deux 
étages nc 0,075 42 31 72 1,23 
Atlić et al. 2011 Chemostat cinq étages 34 0,139 81 ±0,27 63 ±5,9 77 ±7,5 1,85 
D1 taux de dilution du 1er étage 
QPHA productivité volumique globale 
II.3 RECUPERATION DES PHA 
Après séparation de la biomasse du milieu de culture (généralement par centrifugation, 
sédimentation ou filtration), les PHA doivent être extraits. La sélection d’un procédé adéquat de récupération 
des PHA dépend de plusieurs facteurs et notamment de la souche productrice, de la pureté requise et de 
son impact sur la masse moléculaire du polymère (Koller et al. 2011). Il peut être composés de une à trois 
étapes (d'après Jacquel et al. 2008 Cf. Figure 11) : le prétraitement, l'extraction et la purification. 
Partie I : Etude Bibliographique 
 
 
 
Document confidentiel  21 
Traitement thermique
Traitement alcalin
Addition de sels
Congélation
Extraction au solvant
Digestion
Cassage mécanique 
Fluide supercritique
Peroxyde d’hydrogène
Ozone
Cellules
contenant
des PHA
PHA
haute
pureté
Extraction
Prétraitement
Purification
 
Figure 11 : Stratégies de récupération des PHA (d'après Jacquel et al. 2008) 
 
II.3.1 Le prétraitement 
Le rôle des prétraitements est de faciliter le cassage cellulaire nécessaire lors de l'extraction. Ceux-
ci peuvent être : un traitement thermique, alcalin, une addition de sels pour induire un choc osmotique, une 
congélation ou encore une combinaison de ces différents traitements (Jacquel et al. 2008). 
II.3.2 L'extraction 
Les procédés d’extractions impliquent généralement l’utilisation de solvants mais les méthodes de 
digestion chimique ou enzymatique ou encore de cassage mécanique des cellules sont aussi bien établies. 
Ceux-ci sont décrits dans les paragraphes suivants 
D’autres méthodes émergent telles que l’extraction en fluide supercritique (Hampson et Ashby 1999; 
Hejazi et al. 2003), l’irradiation aux rayons gamma (Divyashree et Shamala 2009) ou l’autolyse (Jung et al. 
2005; Martínez et al. 2011)... 
II.3.2.1 L'extraction aux solvants 
L'utilisation de solvants tels que le chloroforme, le dichlorométhane ou le 1,2 Propylène carbonate 
(Cf. Tableau 9) est la méthode la plus ancienne. Elle permet de perméabiliser la membrane et de solubiliser 
les PHA (Jacquel et al. 2008). Les PHA peuvent ensuite être récupérés dans la solution de solvant par 
évaporation ou précipitation par ajout de méthanol et/ou d'éthanol. Ibrahim et Steinbuchel 2009 proposent 
d'introduire une étape de flottation des débris cellulaire avant évaporation qui permet d'atteindre une pureté 
élevée de 98% avec un haut rendement de 85% (Cf. Tableau 9). 
Les méthodes d'extractions aux solvants permettent d'éliminer les endotoxines, d'obtenir un haut 
degré de purification et n'induisent que peu de dégradation du polymère. Par contre elles ne conservent pas 
la structure en granules des PHA et ces procédés sont longs et couteux. De plus l'utilisation de solvants 
halogénés présente des risques pour l’environnement et pour la santé (Jacquel et al. 2008; Kunasundari et 
Sudesh 2011) c’est pourquoi d’autres méthodes sont développées. 
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Tableau 9 : Exemples de méthodes d'extraction aux solvants (d'après Jacquel et al. 2008; Kunasundari et Sudesh 2011) 
Solvants d'extraction 
récupération des 
PHA après 
solubilisation 
Micro-organisme Pureté Rendement Référence 
précipitation au 
méthanol 
Bacillus cereus 
SPV 92% 31% 
Valappil et 
al. 2007 
évaporation Cupriavidus necator DSM 545 95% 96% 
Fiorese et 
al. 2009 Chloroforme 
Flottation des débris 
cellulaires, filtration et 
évaporation 
Zobellella 
denitrificans MW1 98% 85% 
Ibrahim et 
Steinbuchel 
2009 
évaporation Bacillus 
megaterium   
Baptist 
1962 
Ha
lo
gé
n
és
 
Dichlorométhane 
précipitation au 
méthanol 
Cupriavidus necator 
DSM 428 98%  
Zinn et al. 
2003 
précipitation  Cupriavidus necator DSM 545 84% 95% 
Fiorese et 
al. 2009 
1,2-Propylene carbonate 
évaporation   77% 
Lafferty et 
Heinzle 
1978 
Methyl-tert-butyl ether (MTBE) évaporation 
Pseudomonas 
Putida KT2440 et 
ATCC 29347 
 15-17,5% Wampfler 
et al. 2010 
41 solvants ex : méthyl-formiate, 
méthyl-propionate, méthyl-
butyrate, propyl-valérate 
précipitation    
Mantelatto 
et Durao 
2008 
évaporation Bacillus 
megaterium   
Baptist 
1962 
No
n
-
Ha
lo
gé
n
és
 
Acétone 
précipitation 
méthanol+éthanol 
Pseudomonas 
Putida ATCC 29347 99% 94% 
Elbahloul et 
Steinbuchel 
2009 
II.3.2.2 Méthodes de digestion 
Les méthodes de digestions permettent d'enlever, "de digérer" le matériel cellulaire entourant les 
granules de PHA par l'intervention soit de produits chimiques, soit d'enzymes, voire de combinaisons de ces 
différents traitements. 
 Digestion chimique (d'après Jacquel et al. 2008; Kunasundari et Sudesh 2011) 
Les traitement à l'hypochlorite de sodium permettent d'obtenir une bonne pureté mais provoquent 
une forte altération du polymère (diminution du poids moléculaire). En combinaison avec du chloroforme la 
dégradation du polymère est atténuée tout en conservant une pureté élevée. Par contre les inconvénients 
liés aux solvants organiques sont retrouvés (coûts élevés et risques environnementaux). 
L'utilisation de surfactants conserve le poids moléculaire et la structure en granules des PHA mais 
nécessite la mise en place de systèmes de traitement des eaux résiduelles. Cet inconvénient est retrouvé 
pour les solutions combinées avec  - de l'hypochlorite de sodium dont l'avantage est une dégradation du 
     polymère limitée et un procédé bon marché 
    - ou des chélatants qui conduisent à une pureté élevée. 
Enfin une méthode de dissolution sélective par protons a été mise au point par Yu et Chen 2006. 
Cette méthode intéressante permet d'obtenir de forts rendements (>95% Cf. Tableau 10), une pureté élevée 
(>97%) et de faibles coûts opératoires. Mais elle peut fortement altérer le poids moléculaire si les 
paramètres du procédé ne sont pas parfaitement maitrisés. 
 Digestion enzymatique (d'après Jacquel et al. 2008; Kunasundari et Sudesh 2011) 
Différents types d'enzymes sont utilisés telles que des protéases, des nucléases, des lysozymes 
(Byrom 1987, Kathiraser et al. 2007), des cocktail de bromelaine et de pancréatinine (Kapritchkoff et al. 
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2006) ou encore des extraits lytiques issus de cultures microbiennes (Lakshman et Shamala 2006). Ces 
méthodes permettent d'obtenir une bonne récupération mais les procédés sont complexes et le coût des 
enzymes est élevé. 
 Synthèse 
Tableau 10 : Exemples de méthodes d'extraction par digestion chimique ou enzymatique (d'après Jacquel et al. 2008; 
Kunasundari et Sudesh 2011) 
Type d'extraction récupération des PHA Micro-organisme Pureté Rendement Référence 
Hypochlorite de sodium centrifugation 
Cupriavidus necator, 
Alcaligenes latus et 
Escherichia coli (rec!) 
86-98%  
Berger et al. 
1989; Hahn 
et al. 1995 
Bacillus cereus SPV 95% 30% Valappil et 
al. 2007 Suspension d'Hypochlorite de 
sodium et de chloroforme 
précipitation 
au Méthanol Cupriavidus necator 
et Escherichia coli 
(rec!) 
>98%  Hahn et al. 1995 
laurylsulfate 
de sodium 
(SDS) 
centrifugation Escherichia coli (rec!) 99% 89% Choi et Lee 1999b 
Triton-X-100 centrifugation Escherichia coli (rec!) 82% 94% Choi et Lee 1999b Surfactant 
palmitoyl 
carnitine centrifugation 
Cupriavidus necator 
et Alcaligenes latus   
Lee et al. 
1993b 
SDS-
Hypochlorite 
de sodium 
centrifugation Cupriavidus necator DSM 545 97%  
Ramsay et 
al. 1990b Surfactant-
Hypochlorite 
de Sodium Triton-X-100-Hypochlorite 
de sodium 
centrifugation Cupriavidus necator DSM 545 98%  
Ramsay et 
al. 1990b 
Triton-X-100-
EDTA  Sinorhizobium meliloti 68%  
Lakshman et 
Shamala 
2006 Surfactant-
Chélatant Betaine-
EDTA centrifugation 
Cupriavidus necator 
DSM 545 99% 94% 
Chen et al. 
1999 
Di
ge
st
io
n 
ch
im
iq
u
e 
dissolution 
sélective par 
proton 
acide 
sulfurique  Cupriavidus necator >97% >95% 
Yu et Chen 
2006 
Culture de Microbispora sp. + 
chloroforme évaporation Sinorhizobium meliloti 94%  
Lakshman et 
Shamala 
2006 
Culture de Microbispora sp. + 
EDTA- Triton-X-100  Sinorhizobium meliloti 92%  
Lakshman et 
Shamala 
2006 
Enzymes-SDS-EDTA ultrafiltration 
et diafiltration Pseudomonas putida 93%  
Kathiraser et 
al. 2007 
Di
ge
st
io
n 
en
zy
m
at
iq
u
e 
Bromelain, Pancreatin centrifugation Cupriavidus necator DSM 545 89-90%  
Kapritchkoff 
et al. 2006 
II.3.2.3 Cassage mécanique 
Des méthodes mécaniques de cassage des cellules sont également utilisées telles que des broyeurs 
cellulaires de type homogéneiseur haute pression ou des “bead mill“. Elles permettent d'éviter l'usage de 
produits chimiques (Jacquel et al. 2008; Kunasundari et Sudesh 2011). 
II.3.3 La purification 
Des traitements supplémentaires peuvent être envisagés pour améliorer la qualité du produit final 
comme par exemple l'utilisation de peroxyde d'hydrogène pour décolorer le polymère et éliminer certains 
résidus (Holmes et Lim 1990) ou encore d'ozone pour le blanchiment et la désodorisation du polymère, et la 
solubilisation de résidus (Horowitz et Brennan 2001). 
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III LES SUBSTRATS ETUDIES : LES ACIDES GRAS VOLATILS (AGV) 
III.1 DESCRIPTION GENERALE DES ACIDES ETUDIES 
Les acides gras volatils étudiés dans ces travaux sont l’acide acétique, l’acide propionique et l’acide 
butyrique. Ce sont des acides faibles ayant des pKa proches de l’ordre de 4,75 à 4,87 (Cf. Tableau 11). Ils 
se dissocient en fonction du pH en une espèce anionique (R-COO- ) et en un proton : R-COOH  R-COO- + 
H+ 
L’équation de Henderson-Hasselbalch défini les concentrations relatives des formes dissociées et 
associées de l’acide en fonction du pH : pH = pKa + logl0[R-COO-]/[R-COOH] 
La forme non chargée de ces acides (de faible poids moléculaire) est soluble dans les lipides des 
membranes cellulaires (Lawford et Rousseau 1993). 
Tableau 11 : pKa des différents acides gras volatils à 25°C (http://www.zirchrom.com/organic.htm) 
acides gras volatils pKa 
Acide acétique 4,76 
Acide butyrique 4,83 
Acide propionique 4,86 
III.2 EFFETS INHIBITEURS DES ACIDES GRAS VOLATILS 
Différents types d’effets inhibiteurs des AGV peuvent être distingués : 
- premièrement, les effets communs à tous les acides faibles, liés à la fonction acide 
- deuxièmement, les effets communs aux acides gras, liés à leurs propriétés lipophiles 
- troisièmement, les effets liés à la molécule, qui provoquent une inhibition spécifique des voies 
métaboliques.  
III.2.1 Effets communs liés à la fonction acide 
Plusieurs théories sur la toxicité des acides existent, elles se complètent ou s’opposent. 
 La théorie du découplage 
Les acides gras volatils sont des molécules lipophiles qui pénètrent librement les membranes et se 
dissocient (Salmond et al. 1984). Par conséquent, le gradient de protons à travers la membrane ne peut être 
maintenu. La production d’énergie et le système de transport dépendant de ce système sont découplés 
(Lawford et Rousseau 1993). En réponse à l’accumulation d’acides gras, les microorganismes libèrent de 
l’énergie via l’ATPase et expulsent des protons hors de la cellule pour maintenir le gradient de protons. Cela 
provoque un déclin global de l’activité microbienne incluant la vitesse d’utilisation des acides et le taux de 
croissance (Axe et Bailey 1995). 
Cette théorie est remise en cause par Russel en 1992 et 1995 (Cf. parties suivantes). Axe et Bailey 
affirment que l’acétate et le lactate peuvent catalyser la dissipation de la force protomotrice de E. coli, bien 
qu’il puisse y avoir d’autres mécanismes par lesquels ces acides altèrent la croissance. 
 Comparaison des agents découplants synthétiques aux AGV (Russell 1992) 
Les découpleurs synthétiques (dinitrophénol, CCCP -Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone-, 
FCCP -Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone-, TCS -3, 3', 4', 5-tetrachlorosalicylanilide- ...) 
sont des composés hautement lipophiles qui peuvent passer au travers de la membrane cellulaire aussi bien 
sous leur forme dissociée que non-dissociée. La forme non-dissociée traverse la membrane cellulaire et 
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relâche un proton en réponse au gradient de pH. L’anion (forme dissociée) reste associé à la membrane et 
est reconduit à la surface extérieure de la membrane par le gradient électrique. L’anion est alors protoné et 
le cycle continu jusqu’à ce que la force proton motrice soit dissipée (Cf. Figure 12). 
R-COOH
R-COO-
R-COOH
R-COO-
∆pH
ATP
ADP+Pi
H+
OUT IN
H+ H+
 
Figure 12 : Représentation schématique de l’action des découplants et de la dissipation de la force protomotrice (d’après 
Russel, 1992) 
La forme non-dissociée des AGV est également lipophile mais l’anion polaire est lipophobe et ne 
devrait pas pouvoir retraverser la membrane (Figure 13). Il n’y a donc pas de recirculation cyclique des 
protons et donc pas de dissipation de la force proton-motrice. 
∆pH
ATP
ADP+Pi
H+
OUT IN
R-COOH
R-COO-
H+
R-COOH
R-COO-
H+
 
Figure 13 : Représentation schématique du mouvement des acides gras volatils en réponse à ∆pH (D’après Russel, 1992) 
 Remise en cause de la théorie du découplage Russell 1992 
Les découpleurs synthétiques sont des translocateurs de protons très efficaces. Même des quantités 
très faibles sont souvent capables de diminuer le gradient chimique de proton (∆pH) et le gradient électrique 
(∆Ψ). Le flux de proton via un agent découplant peut être contrecarré par des ATPases membranaires ou 
par un transport d’électron, mais cette activité diminue la quantité d’énergie disponible pour la croissance : 
quand des bactéries ont été traitées avec des découpleurs synthétiques comme le dinitrophénol et le CCCP, 
une diminution importante du rendement est constatée. Par comparaison, il y a peu de preuve que même de 
hautes concentrations en AGV puissent transloquer des protons à une vitesse suffisante pour dissiper la 
force protomotrice. Des concentrations importantes en AGV peuvent causer une diminution de rendement 
mais celle-ci peut s’expliquer par un shift fermentaire et une diminution de la production d’ATP (Russell 
1991) et non par l’action découplante. D’après Russel (1992), le rendement en ATP est similaire avec une 
addition de sodium acétate ou de sodium chloride.  
 Le pH intracellulaire 
Les AGV en se dissociant après avoir traversé la membrane, acidifient le cytoplasme (Salmond et al. 
1984). L’acidification du cytoplasme inhibe la croissance et le métabolisme (Lawford et Rousseau 1993) 
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puisque toutes les voies métaboliques ont un pH minimum et la croissance peut uniquement se produire au 
delà de cette valeur (Kashket 1987). 
Cette acidification est en général présentée comme un dysfonctionnement du système de régulation 
du pH intracellulaire : l’énergie issue du catabolisme normalement dirigé vers la croissance est dérivée pour 
maintenir le pH cytoplasmique constant. Cependant en présence de grandes concentrations en AGV, la 
cellule n’est plus capable d’expulser les protons assez rapidement, ce qui conduit à l’acidification du 
cytoplasme (Kashket 1987). 
Il apparaît que les microorganismes qui autorisent leur pH intracellulaire à diminuer sont plus 
résistants aux AGV que ceux qui essayent de maintenir leur pH intracellulaire proche de la neutralité 
(DiezGonzalez et Russell 1997). La diminution du pH intracellulaire serait un mécanisme protecteur. Ceci est 
en accord avec le fait que les acides sont distribués selon le ∆pH et que la concentration des espèces 
toxiques diminue quand le pH extracellulaire augmente ou quand le pH intracellulaire diminue (Lawford et 
Rousseau 1993). 
Pour Roe et al. 1998, le pH intracellulaire n’est pas l’unique déterminant de l’inhibition cellulaire. 
D’après ses résultats, bien que les cellules traitées au benzoate ou à l’acétate présentent des pH 
intracellulaires différents, elles croissent à la même vitesse. 
 L’accumulation d’anions et l’augmentation de la pression osmotique 
La dissociation des acides dans la cellule provoque une accumulation d’anions qui peut entraîner un 
problème osmotique si elle conduit à une augmentation de la pression de turgescence de la cellule (Roe et 
al. 1998). D’après Russell 1992; DiezGonzalez et Russell 1997, L’accumulation des anions est responsable 
des effets toxiques des AGV à faible pH. 
 Homéostasie du pH et osmorégulation 
D’après Ardaillon Simoes 1994, l’acidification du cytoplasme résulte d’une impossibilité pour la 
cellule de concilier régulation de la pression de turgescence et maintien du gradient de pH avec 
l’augmentation de concentration en acide dans le milieu. En effet le maintien du pH intracellulaire se fait par 
exportation des protons contre un autre anion, en général K+ (Figure 14) ou Na+ (Padan et al. 2005). 
R-COOH
R-COO- +  H+
R-COOH
R-COO- +  H+
∆pH
H+
OUT IN
K+K+
H+
Régulation du pH
Régulation de la pression
de turgescence
K+K+
 
Figure 14 : Représentation schématique des mécanismes de régulation se déclenchant à l'entrée d'acides gras volatils dans la 
cellule 
Tant que le seuil de pression de turgescence maximum du microorganisme n’est pas atteint, le pH 
est régulé et provoque une entrée supplémentaire d’anions. Ensuite la régulation de la pression osmotique 
interne prend le dessus et limite l’entrée d’anions. A partir de ce moment, l’accumulation de la forme 
dissociée de l’acide continue et se traduit par une diminution du pH intracellulaire et du taux de croissance. 
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III.2.2 Effets inhibiteurs liés aux propriétés lipophiles des acides gras 
Comme présenté dans la Partie I - I III.2 p.24, la forme non chargée des AGV est lipophile et est 
donc capable de s’insérer dans les membranes cellulaires.  
Selon Sheu et al. 1975, Bracey et al. 1998 et Stratford et Anslow 1998, plus la chaîne aliphatique est 
longue, plus la molécule est lipophile et plus l’inhibition est importante. Ceci suggère que les AGV inhibent 
en agissant sur les membranes, probablement en affectant leur fluidité (Stratford and Anslow 1998). 
III.2.3 Effets liés à la molécule (inhibition des voies métaboliques spécifiques) 
D’après Salmond CV, Kroll RG, Booth IR. 1984, le niveau d’inhibition ne reflète pas la valeur du pKa 
des AGV. En effet bien que les pKa des quatre composés étudiés (benzoate, cinnamate, propionate, 
sorbate) soient proches, leur efficacité en tant qu’inhibiteurs de croissance est très différente. Ceci suggère 
que les acides n’agissent pas simplement via une accumulation excessive causant une acidification 
cytoplasmique. L’inhibition de la croissance est donc due à une inhibition spécifique des fonctions 
métaboliques par la forme non-dissociée de l’acide et une inhibition générale causée par l’acidification du 
cytoplasme. 
IV CUPRIAVIDUS NECATOR ET SON METABOLISME 
Cupriavidus necator est un organisme procaryotique, Gram négatif. C’est une bactérie aérobie 
possédant un métabolisme respiratoire. L’oxygène et les nitrates peuvent servir d’accepteur final d’électrons 
de la chaîne respiratoire. Cupriavidus necator est capable de croître de façon autotrophique (assimilation du 
CO2 via le cycle de Calvin-Bensom-Basham) ou hétérotrophique. En croissance, il se présente sous la forme 
de bâtonnets de 0,5 par 1,8 à 2,6 µm. Sa température optimale est de 30°C. Il est trouvé naturellement  dans 
le sol et l’eau. (Holt et al. 1994) 
La nomenclature de Cupriavidus necator a énormément évolué au fil de son étude (Cf. Tableau 12). 
Les dénominations précédentes les plus connues sont Ralstonia eutropha et Alcaligenes eutrophus. 
Tableau 12 : Historique de la nomenclature de Cupriavidus necator 
Dénominations de la souche Référence Période 
Hydrogenomonas eutropha Wittenberger et Respaske 1958 1958-1969 
Alcaligenes eutrophus Davis et al. 1969 1969-1995 
Ralstonia eutropha Yabuuchi et al. 1995 1995-2004 
Wautersia eutropha Vaneechoutte et al. 2004 début 2004 à mi 2004 
Cupriavidus necator Vandamme et Coenye 2004 mi-2004 à maintenant 
 
Les sources de carbone organique assimilables par Cupriavidus sont nombreuses (Cf. Tableau 13) : 
des acides organiques, des acides gras longues chaînes issus d’huiles (de cuisines, de jatropha, de palme, 
olive, tournesol… (Lee et al. 2008), des composés aromatiques tels que le phénol et le benzoate mais très 
peu de carbohydrates. La souche sauvage n’est pas capable d’assimiler le glucose, la souche DSM 545 
utilisée pour cette étude a acquis par mutation spontanée cette capacité. 
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Tableau 13 : Sources de carbone organique assimilable par la souche Cupriavidus necator classées selon le nombre de 
carbone par molécules 
Sources de carbone organique 
assimilable Souches Références 
C1 Formate H16 Friedrich et al. 1979 
Oxalate H16 Friedrich et al. 1979 
Glyoxylate H16 Friedrich et al. 1979 
Glycolate H16 Friedrich et al. 1979 C2 
Acétate H16 et 335 Wilde 1962; Friedrich et al. 1979 Johnson et Stanier 1971 
Pyruvate H16 Wilde 1962; Friedrich et al. 1979 
Lactate H2 et H16 Wilde 1962; Rittenberg et Goodman 1969 et Braunegg et al. 1978 
Propionate H16 Wilde 1962; Linko et al. 1993 
C3 
Glycérol H16 Reutz et al. 1982 
Fumarate H16 et 335 Linko et al. 1993 et Bongers 1970 
Butyrate H16 Doi et al. 1989 
Succinate H16 et 335 Wilde 1962; Bongers 1970 
Aspartate H16 Wilde 1962 
C4 
Malate H16 Wilde 1962 
Xylose H16 et 335 Linko et al. 1993, Khanna et Srivastava 2005 
Itaconate H16 Linko et al. 1993 
Valérate H16 Wilde 1962; Doi et al. 1988b 
C5 
Glutamate H16 Wilde 1962 
Fructose H16 et 335 Gottschalk et al. 1964, Friedrich et al. 1979, Johnson et Stanier 1971 
Phénol 14 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
2-cetogluconate H16 Nandadasa et al. 1974 
nicotinate 14 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
Muconate (cis,cis et cis,trans) 12 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
muconolactone 12 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
adipate 14 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
C6 
β-cetoadipate 12 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
p-Crésol 11 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
Benzoate, p- et m-Hydroxybenzoate 14 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 C7 
anthranilate 11 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
C8 Benzoylformate 14 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
C10 Kynurénine 14 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
C11 L-Tryptophane 14 souches dont H16 et 335 Johnson et Stanier 1971 
C16 Acide palmitique (C16:0) H16 Kahar et al. 2004 
Acide oléique (C18:1) H16 Kahar et al. 2004 C18 
Acide linoléique (C18:2) H16 Kahar et al. 2004 
Souche 337 = H16 = ATCC 17699 = DSM 428 
Souche 335 = ATCC 17697 = NRRL B14690 
 
Dans cette partie, seul le catabolisme des carbohydrates et des acides organiques étudiés sera 
détaillé ainsi que leurs liens avec le métabolisme central de Cupriavidus necator. La chaîne respiratoire est 
décrite. La biosynthèse et la dégradation du PHB et du PHV ainsi que les mécanismes de déclenchement et 
de régulation de l’accumulation de PHA sont répertoriés. 
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IV.1 METABOLISME DES CARBOHYDRATES 
Les souches sauvages de Cupriavidus necator ne sont pas capable d’assimiler le glucose, le 
mannose et le ribose (Wilde 1962) mais sont capables d’utiliser le fructose (Gottschalk et al. 1964). Il 
semblerait que la cellule soit capable d’oxyder le glucose intracellulaire mais qu’elle ne dispose pas de 
système de transport (Raberg et al. 2011). 
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Figure 15 : Catabolisme des carbohydrates (d’après Reutz et al. 1982 ; Lessie et Phibbs 1984 ; Schobert et Bowien 1984; 
Gaudin 1998; Pohlmann et al. 2006; Bruland et al. 2010 ; Raberg et al. 2011) en bleu la voie d’Entner-Doudoroff et ses enzymes : 
EDD, gluconate- 6-phosphate dehydratase ; EDA, 2-keto-3-deoxygluconate-6-phosphate aldolase ; en pointillés rouges les voies dont 
l’existence n’a pas été prouvée; abréviations des enzymes (en rouge)  : HK, hexokinase ; GK, glucokinase ; PGI, phosphoglucose 
isomérase ; G6PD, glucose-6-phosphate déshydrogénase ; GND gluconate 6-phosphate déshydrogénase ; TPI, triosephosphate 
isomérase ; FBPA, fructosebisphosphate aldolase ; FBPP, fructose bisphosphatase ; G3PD, glyceraldehyde-3-phosphate 
déshydrogénase; PGK, phosphoglycerate kinase ; PGM, phosphoglycerate mutase ; ENO, enolase; PK, pyruvate kinase; PPS, 
phosphenolpyruvate synthétase ; PCK : PEP carboxykinase ; PDH : Pyruvate déshydrogénase ; abréviations PPP pour la voie des 
pentoses phosphates, TCA pour le cycle de Krebs, PTS pour phosphotransferase transport system. 
 
D’après Gottschalk et al. 1964, Cupriavidus necator ne possède pas de phosphofructokinase pour la 
conversion du Fructose-6-Phosphate en fructose-1,6-diphosphate. La glycolyse ne peut donc pas être 
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empruntée. D’après ces mêmes auteurs, la présence de la gluconate 6-phosphate déshydrogénase (GND 
sur la Figure 15) n’a pas été prouvée. Le gène correspondant n’a pas non plus été identifié chez les souches 
H16 et JMP 134 (Pohlmann et al. 2006 et Lykidis et al. 2010). Le fructose ne serait pas dégradé par la voie 
des pentoses phosphates, mais exclusivement métabolisé par la voie d’Entner-Doudoroff grâce à la 
gluconate-6-phosphate dehydratase (EDD) et la 2-keto-3-deoxygluconate-6-phosphate aldolase (EDA) 
(Schlegel et Eberhardt 1972). Le fructose ayant été importé dans la cellule par un transport actif de type 
ABC (Pohlmann et al. 2006). 
Le catabolisme du glucose n’est pas connu chez le mutant de Cupriavidus necator DSM545 utilisé 
dans cette étude. Konig et al. 1969 évoque pour ce type de mutants une perméabilité accrue de la 
membrane au glucose (acquisition d’une perméase d’après Schlegel) et une glucose-6-phosphate 
déshydrogénase (G6PD) constitutive. Ainsi le glucose traverserait la membrane externe grâce à une porine 
(NagC) puis serait transporté du périplasme au cytosol et phosphorylé via un système de transport 
phosphotransférase (PTS) via NagE et NagF (Raberg et al. 2011). Une voie alternative serait le transport du 
glucose du périplasme au cytosol par diffusion facilitée via NagE puis sa phosphorylation grâce à une 
glucokinase (GK) (Pohlmann et al. 2006). Le Glucose-6-phosphate est ensuite métabolisé via la voie 
d’Entner-Doudoroff (Cf. Figure 15). 
IV.2 METABOLISME DES ACIDES ORGANIQUES 
IV.2.1 Assimilation de l’acide acétique 
L'acide acétique ou acide éthanoïque est un acide carboxylique de formule chimique CH3COOH. Il 
est phosphorylé par une acétokinase en acétyl-phosphate puis en acétyl-CoA par une 
phosphotransacétylase Shi et al. 1997 :  
A. Acet + ATP  Acet-P + ADP (2.7.2.1) puis Acet-P + CoA  Acet-CoA + PI (2.3.1.8) 
IV.2.2 Assimilation de l’acide propionique 
L'acide propionique ou propanoïque est un acide carboxylique de formule CH3CH2COOH. 
Cupriavidus necator est capable de croître sur acide propionique comme seule source de carbone. Il doit 
être activé. Trois types d’activation sont envisageables : 
(1) A. Prop + Acet-CoA  Prop-CoA + Acet (2.8.3.1) 
(2) A. Prop + CoA + ATP  Prop-CoA + AMP + PPI (6.2.1.1 ou 6.2.1.17) 
(3) A. Prop + ATP  Prop-P + ADP (2.7.2.1) 
Prop-P + CoA  Prop-CoA + PI (2.3.1.8) 
Ensuite l’assimilation du propionyl-CoA peut se faire via le cycle du méthyl-citrate (Bramer et 
Steinbuchel 2001), ou via la β-oxydation pour former de l’acétyl-CoA, ou via le succinyl-CoA. Ces différentes 
voies conduisent à des intermédiaires métaboliques différents mais ont toutes le même bilan jusqu’à la 
formation d’acétyl-CoA : Prop-CoA + FAD + 2 H2O + 2 NAD+  Acet-CoA + FADH2 + 2 NADH2 + CO2. La 
voie la plus documentée est le cycle du méthyl-citrate. 
 Le cycle du méthyl-citrate 
Le propionyl-CoA peut être utilisé par Cupriavidus necator via le cycle du méthyl-citrate (Bramer et 
Steinbuchel 2001; Ewering et al. 2006) pour donner du pyruvate et du succinate . Le pyruvate via la 
gluconéogenèse et le succinate via le cycle de Krebs vont ensuite alimenter la cellule en précurseurs 
anaboliques (Cf. Figure 19). Le bilan de ce cycle est : 
Prop-CoA + FAD + NAD+ + H2O  Pyr + FADH2 + NADH2 + CoA 
 
Partie I : Etude Bibliographique 
 
 
 
Document confidentiel  31 
 La β-oxydation dont le bilan est : 
Prop-CoA + FAD + 2 H2O + 2 NAD  Acet-CoA + FADH2 + 2 NADH2 + CO2 
Acryloyl-CoA
FAD
3-Hydroxypropanoyl-CoA (S)-3-Hydroxy-2-
methylpropanoate
Propionyl-
CoA
FADH2
Malonate
semialdéhyde
H2O
Acétyl-CoA
H2O CoA
NAD NADH2 NAD NADH2
CoA CO2
1.3.99.3 4.2.1.17 6.2.1- ou 
3.1.2.4
1.1.1.59 1.2.1.18
 
Figure 16 : Assimilation du Propionyl-CoA : β-oxydation du propionyl-CoA ; d’après  Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
[Ressource électronique] KEGG PATHWAY, disponible sur http://www.genome.jp/kegg/pathway.html ,  Propanoate metabolism - 
Ralstonia eutropha JMP134 ou Ralstonia eutropha H16, enzymes 3.1.2.4 ,1.1.1.59 et 1.2.1.18 non identifiées. 
 L’assimilation du Propionyl-CoA via le Succinyl-CoA dont le bilan est : 
Prop-CoA + CO2 + ATP  Suc-CoA + ADP 
R-Methylmalonyl-CoA
ATP
S-Methylmalonyl-CoA Succinyl-CoAPropionyl-CoA
ADP
CO2 H2O CoA
6.4.1.3 5.1.99.1 5.4.99.2
 
Figure 17 : Assimilation du Propionyl-CoA : via le Succinyl-CoA ; d’après  Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes [Ressource 
électronique] KEGG PATHWAY, disponible sur http://www.genome.jp/kegg/pathway.html ,  Propanoate metabolism - Ralstonia 
eutropha JMP134 ou Ralstonia eutropha H16, enzymes 6.4.1.3 et 5.1.99.1 non identifiées. 
IV.2.3 Assimilation de l’acide butyrique 
L’acide butyrique ou acide butanoïque est un acide carboxylique saturé de formule CH3CH2CH2-
COOH. Il est assimilé via la β-oxydation après activation en butyryl-CoA (Comme pour l’acide propionique, 
trois voies différentes sont possibles, aucune n’a été pour le moment établie d’après Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes) :  
(1) A. But + Acet-CoA  But-CoA + Acétate (2.8.3.8) 
(2) A. But + ATP + CoA  But-CoA + AMP + PPI (6.2.1.2) 
(3) A. But + ATP  But-P + ADP (2.7.2.7) 
But-P + CoA  But-CoA + PI (2.3.1.19) 
 
Le butyryl-CoA est ensuite transformé en crotonyl-CoA puis en S-3-hydroxybutyryl-CoA ou en R-3-
hydroxybutyryl-CoA grâce à une énolase (Cf. Figure 18). Ensuite les isoenzymes de l’acétyl-CoA réductase 
catalysent la formation d’acétoacétyl-CoA. L’isoenzyme NADH-dépendante pour le S-3-hydroxybutyryl-CoA 
et l’isoenzyme NADPH2 dépendante pour le R-3-hydroxybutyryl-CoA. 
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Figure 18 : Assimilation du  butyryl-CoA, d’après Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes [Ressource électronique] KEGG 
PATHWAY, disponible sur http://www.genome.jp/kegg/pathway.html ,  Butanoate metabolism - Ralstonia eutropha JMP134 ou 
Ralstonia eutropha H16, enzyme 1.1.1.35 non identifiée 
Le bilan de cette étape est  : But-CoA + FAD + H2O + NAD(P)  2 Acet-CoA + FADH2 + NAD(P)H2 
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IV.3 METABOLISME CENTRAL 
En accord avec Schobert et Bowien 1984, Bruland et al. 2010 ne détectent pas d’activité de la 
pyruvate carboxylase (PYC) ni de la PEP carboxylase (PPC) chez Cupriavidus necator. Seule la PEP-
carboxykinase (PCK) a une activité C3-carboxylase.  Deux enzymes permettent donc de passer des C4 du 
cycle de Krebs aux C3 issus de la voie d’Entner-Doudoroff ou de la gluconéogenèse chez Cupriavidus 
necator ( Bruland et al. 2010) : la PCK qui fonctionne dans les deux sens (donc pour la gluconéogenèse ou 
pour la voie anaplérotique) et l’enzyme malique (EM) NADPH2 dépendante (issue de l’expression de 
l’hétérologue MaeB du gène) : 
- OAA + GTP ↔ PEP + GDP + CO2 (PCK) 
- Malate + NADP  Pyr + NADPH2 + CO2 (EM) 
 
L’activité des enzymes du métabolisme des C3 et C4 semble être constitutive (Schobert et Bowien 
1984). Cupriavidus necator possède deux isocitrates déshydrogénases dont l’une est spécifique du NAD et 
l’autre du NADP (Glaeser et Schlegel 1972). Le shunt du glyoxylate permet l’assimilation des AGV comme 
substrat de croissance. Les réactions anaplérotiques ont lieu uniquement via cette voie qui génère du malate 
et du glyoxylate (Shi et al. 1997). 
Si, comme exposé dans le Partie I - I IV.1 p.29, la Gluconate-6-phosphate déshydrogénase (GND) 
n’existe pas chez Cupriavidus necator, le Ribose-5-Phosphate et l’Erythrose-4-phosphate précurseurs 
nécessaires à la production de biomasse doivent être générés à partir du Fructose-6-phosphate et du 
glyceraldéhyde-3-phosphate par les autres enzymes constituant la voie des pentoses phosphates : 
- Sédoheptulose-7-P + Glycéraldéhyde-3-P ↔ Erythrose-4-P + Fructose-6-P (2.2.1.2) 
- Sédoheptulose-7-P + Glycéraldéhyde-3-P ↔ Ribose-5-P + Xylulose-5-P (2.2.1.1) 
- Ribulose-5-P ↔ Xylulose-5-P (5.1.3.1) 
- Ribose-5-P ↔ Ribulose-5-P (5.3.1.6) 
Les trois voies les plus probables de génération du NADPH2 sont la transformation du Glucose-6-
Phosphate en Gluconate-6-Phosphate par la Glucose-6-Phosphate déshydrogénase (G6PD), l’enzyme 
malique (EM) et l’isocitrate déshydrogénase NADPH2 dépendante du cycle de Krebs (TCA). Les autres 
voies sont la transformation du Gluconate-5-Phosphate en Ribulose-5-phosphate par la Gluconate-6-
phosphate déshydrogénase (GND) en entrée de la voie des pentoses phosphates (PPP) ou une 
transhydrogénase (TransH) qui catalyse la réaction suivante : NADPH + NAD ↔ NADP + NADH. Quatre 
gènes putatifs de transhydrogénase ont été identifiés chez C. necator (Cramm 2009). Raberg et al. 2011 ont 
pu identifier plusieurs sous unités de transhydrogénases par analyse transcriptomique et protéomique. 
Cependant d’après Lee et al. 1995, l’activité est faible. 
IV.4 IMPLICATION DES DIFFERENTES VOIES D’ASSIMILATION DES ACIDES ORGANIQUES DANS LE 
METABOLISME CENTRAL 
La Figure 19 synthétise les différentes voies d’assimilation possibles des acides organiques après 
activation en Acyl-CoA ainsi que les “portes d’entrées” dans le métabolisme central de la souche. Cette 
vision globale est intéressante notamment pour l’acide propionique. En effet, comme présenté Partie I - I 
IV.2.2 p. 30, les différentes voies ont toutes le même bilan pour arriver à la formation d’acétyl-CoA mais elles 
conduisent à des intermédiaires métaboliques qui interviendront de manière différente dans le métabolisme 
global de la souche. 
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Figure 19 : Schéma récapitulatif des différents scénarios d'assimilation des acides organiques étudiés : acide acétique, acide propionique et acide butyrique 
d’après Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes [Ressource électronique] KEGG PATHWAY, disponible sur http://www.genome.jp/kegg/pathway.html , Propanoate metabolism - Ralstonia eutropha 
JMP134 ou Ralstonia eutropha H16  et Schobert et Bowien 1984; Bruland et al. 2010  ; Bramer et Steinbuchel 2001 
Cycle de Krebs (TCA), shunt du glyoxylate (GXS, en bleu), 
cycle du méthyl-citrate (MCC, en vert) 
avec comme abréviations pour les enzymes : EM : enzyme malique ; PCK : PEP 
carboxykinase ; PDH : Pyruvate déshydrogénase ; PK : Pyruvate kinase ; PPS : 
PEP Synthétase 
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IV.5 CHAINES DE TRANSFERT D’ELECTRONS 
IV.5.1 Description sommaire 
D’après Cramm 2009, le métabolisme énergétique de C. necator est bien adapté à des variations 
d’environnement comme la disponibilité en oxygène ou les fluctuations des sources de carbone. Ainsi, la 
chaîne respiratoire offre une flexibilité importante en accord avec la source et la destination finale des 
électrons. Jusqu’à quatre sites de transport d’électrons peuvent être considérés : 
La NADH déshydrogénase (complexe I, Cf. Figure 20) transfère les électrons fournis par le NADH 
vers les transporteurs d’électrons : ubiquinone (UQ) ou menaquinone (Vitamine K2). 
Les électrons fournis par l’oxydation du succinate par la succinate déshydrogénase (complexe II) 
sont également transmis vers les transporteurs d’électrons. 
Les transporteurs d’électrons transmettent ceux-ci au complexe III (complexe bc1 ou Cytochrome c 
Oxydoréductase) puis au complexe IV (oxydases terminales) pour la réduction de l’oxygène. Plusieurs types 
d’oxydases terminales semblent exister. 
 
Figure 20 : Schéma de la chaîne respiratoire de Cupriavidus necator. Source Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
[Ressource électronique] KEGG PATHWAY, disponible sur http://www.genome.jp/kegg/pathway.html , Oxidative phosphorylation 
IV.5.2 Coefficients de phosphorylation 
D’après la théorie de Mitchell (ou couplage chimiosmotique), la stœchiométrie de la production 
d’ATP via le transport de protons par l’ATP synthase est constante et fixée à 3 protons pour une mole 
d’ATP. Ce rapport permet à partir des H+/O déterminés dans la bibliographie de calculer le coefficient de 
phosphorylation soit le nombre d’ATP produits par mole d’oxygène (P/O). Ainsi pour Ishaque et Aleem 
(1970), le P/O est 2 pour le NADH et de 1 pour le succinate (Cf. Tableau 14). 
 
Tableau 14 : H+/O et coefficient de phosphorylation (P/O) déterminés pour Cupriavidus necator 
 Jones et al. 1975 Ishaque et Aleem 1970 
donneur électron 
 NADH succinate 
H+/O (mole H+/mole O) 8 6 3 
P/O (mole ATP /mole O) 3 2 1 
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IV.6 METABOLISME DES PHA 
Le PHB est le polymère le plus couramment produit par Cupriavidus necator mais la synthèse 
d’autres homopolymères ou hétéropolymères est possible si des substrats appropriés sont fournis (Babel et 
al. 2001). Ainsi des motifs de 3-HV, 3-HP, 4-HB, 4-HV ou 5-HV peuvent être produits par la souche sauvage 
(Cf. Tableau 15). 
Tableau 15 : Motifs d’HA synthétisés par Cupriavidus necator H16 ainsi que les co-substrats nécessaires à leur obtention 
PHA Co-substrats Référence 
3HV acide propionique ou acide valérique Holmes 1985, Doi et al. 1988b 
3HP 3-hydroxypropionate et 1.5-pentanediol 
ou 1.7-heptanediol Nakamura et al. 1991 
4HB Acide 4-hydroxybutyric ou Acide 4-
chlorobutyric 
Doi et al. 1988a, Kunioka et al. 1988, 
Nakamura et al. 1992 
4HV 4-Hydroxyvalerate ou 4-Hydroxyvalérolactone Valentin et al. 1992 
5HV Acide 5-Chloropentanoique Doi et al. 1987 
2Me3HB Acide 2-méthylcrotonique Fuchtenbusch et al. 1996 
 
Seul le métabolisme des motifs d’HB et d’HV sera détaillé dans cette partie car ils constituent les 
seuls motifs qui puissent être obtenus à partir des substrats étudiés. 
IV.6.1 Biosynthèse de PHB et de PHV 
Le PHB ou le PHV est généralement synthétisé en trois étapes par l’action séquentielle de trois 
enzymes. La première étape est catalysée par la β-cétothiolase qui lie deux acétyl-CoA ou un acétyl-CoA et 
un propionyl-CoA pour former respectivement un acétoacétyl-CoA ou un cétovaléryl-CoA (Cf. Figure 21). La 
seconde étape est réalisée via une acétoacetyl réductase NADPH2 dépendante (encodée par phaB). La 
dernière étape est la polymérisation catalysée par la PHA synthase (encodée par phaC). 
L’assimilation de l’acide butyrique via la β-oxydation abouti directement à l’acétoacétyl-CoA, la 
synthèse de PHB se fait en deux étapes dans ce cas de figure. 
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Propionyl-CoA Cetovaleryl-CoA R-Hydroxyvaleryl-CoA
NADPH2 NADP+CoA-SH
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S-Hydroxybutyryl-
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Crotonyl-CoA
Enolase
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H2O
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Figure 21 : Biosynthèse de PHB et de PHV d’après Babel et al. 2001, Lee 1995, Braunegg et al. 1998, Schubert et al. 1988. 
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Les trois gènes phaA, phaB, et phaC forment un opéron (Braunegg et al. 1998), et sont représentés 
sur la Figure 22 suivante : 
4605 bp
phaC
(1767 bp)
phaA
(1179 bp)
phaB
(738 bp)
phaP
(670 bp)
PHA 
Synthase
ß-Cetothiolase Acetoacetyl
Reductase
Phasines
OPERON 
CAB
PROTEINES
84 bp 74 bp
bktB
(1185 bp)
ß-Cetothiolase
 
Figure 22 : Organisation des gènes codant pour les enzymes impliquées dans la biosynthèse de PHA par Cupriavidus necator 
H16 (D’après Schubert et al. 1988; Slater et al. 1988; Peoples et Sinskey 1989; Madison et Huisman 1999; Rehm et Steinbuchel 
1999; Luengo et al. 2003). 
 La β-cétothiolase 
Il existe différentes β-cétothiolase chez Cupriavidus necator (15 gènes isologues pour la souche H16 
Lindenkamp et al. 2010) qui peuvent être divisés en deux groupes : 
(1) les β-cétothiolases impliquées dans les voies de biosynthèse des PHA et des 
isoprenoides qui sont spécifiques de l’acétoacétyl-CoA, comme celle encodée par phaA qui 
est l’enzyme la plus impliquée dans la biosynthèse de P(3HB) (Haywood et al. 1988a). 
(2) les β-cétothiolases impliquées dans la β-oxydation des acides gras qui ont des 
spécificités pour des composés de longueur de chaîne carbonée très différentes, comme 
celle encodée par bktB (Cf. Figure 22) qui permet la synthèse de cétovaléryl-CoA et donc de 
3-HV (Slater et al. 1998). 
La réaction de condensation catalysée par la β-cétothiolase est fortement inhibée par des 
concentrations importantes en CoA-SH (Haywood et al. 1988a; Mansfield et al. 1995). 
Rq. : L’assimilation de l’acide butyrique via la β-oxydation abouti directement à l’acétoacétyl-CoA (Cf. 
Figure 21), la β-cétothiolase A n’est donc pas impliquée dans ce cas de figure. 
 L’acétoacétyl-CoA réductase 
Chez Cupriavidus necator, deux isoenzymes existent avec des spécificités de coenzymes différentes 
(Haywood et al. 1988b). C’est l’acétoacétyl-CoA réductase NADPH2-dépendante qui réduit 
stéréosélectivement l’acétoacétyl-CoA en R-3-hydroxybutyryl-CoA ou le cétovaléryl-CoA en R-3-
hydroxyvaleryl-CoA. L’autre isoenzyme est impliquée dans la biosynthèse de PHB à partir d’acide butyrique 
(Cf. Figure 21), elle catalyse la transformation du 3-Hydroxybutyryl-CoA en Acétoacétyl-CoA. 
La conversion de l’acétoacétyl-CoA en R-3-hydroxybutyryl-CoA est inhibée sous limitation carbone 
(Mansfield et al. 1995). D’après Mansfield et al. 1995; Volova et al. 2004, ce serait l’acétoacétyl-CoA 
réductase qui déterminerait la vitesse de biosynthèse du PHB.  
 La PHA synthase 
La PHA synthase catalyse de façon stéréosélective la conversion du R-3-hydroxybutyryl-CoA et du 
R-3-hydroxyvaléryl-CoA en PHA (Haywood et al. 1989; Sudesh et al. 2000). 
La PHA synthase est de type I : elle est constituée d’une seule sous-unité de 61 à 68 kDa et utilise 
préférentiellement des substrats de 3 à 5 carbones (Rehm et Steinbuchel 1999). La PHA synthase a une 
activité beaucoup plus marquée avec des monomères de 4 carbones (Haywood et al. 1989). 
Le taux de PHA synthase dans la cellule joue un rôle clé dans le contrôle du poids moléculaire et de 
la polymolécularité du polymère. La polymolécularité est caractérisée par le rapport Mw/Mn (Mw : masse 
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moléculaire moyenne en poids ; Mn : masse moléculaire moyenne en nombre), celui-ci donne une idée de la 
distribution des masses molaires au sein du polymère. Le poids moléculaire du polymère est inversement 
proportionnel à la concentration en PHA synthase ceci indique un mécanisme dans lequel chaque unité 
enzymatique est responsable de la génération d’une chaîne de polymère (Sim et al. 1997). 
L’activité de la PHA synthase peut être contrôlée par la concentration cellulaire en CoA (Haywood et 
al. 1989). 
 Voie alternative pour la production de PHB à partir d’acide butyrique 
Une autre voie évoquée par Moskowit.Gj et Merrick 1969 chez Rhodospirillum est la transformation 
directe par une énolase du crotonyl-CoA en R-3-hydroxybutyryl-CoA (Cf. Figure 21), qui est ensuite pris en 
charge par la PHA synthase.  
IV.6.2 Dégradation 
Le PHB et le PHV peuvent être dégradés par la cellule. Dans les cultures en limitation d’azote, la 
vitesse de dégradation du PHB est dix fois inférieure à celle de biosynthèse (Doi et al. 1992).  
La dégradation du PHB en acétyl-CoA est réalisée en 4 étapes (Cf. Figure 24) : 
- La première étape de la dégradation du PHB est catalysée par une dépolymérase (Jendrossek 
et al. 1996; Jendrossek 1998). Le R-3-hydroxybutyrate est le seul produit de l’hydrolyse (Hippe 
et Schlegel 1967). La dépolymérase est encodée par le gène phaZ (Jendrossek et Handrick 
2002). En l’absence de PHB, PhaZ est produite en tant que protéine inactive qui nécessite du 
PHB et un activateur pour être transformée en enzyme active (Merrick et Doudoroff 1964). Des 
études récentes, ont montrées, que la dépolymérisation est un mécanisme complexe qui 
nécessite l’action de plusieurs dépolymérases ensembles (PhaZ1, PhaZ2, PhaZ3) ainsi que 
d’autres enzymes encore non identifiées (Saegusa et al. 2001). 
- La seconde étape est l’oxydation des monomères en acetoacetate par la R-3-hydroxybutyrate 
deshydrogenase. Cette enzyme est inhibée par le NADH, le pyruvate et l’oxaloacétate ou OAA 
(Oeding et Schlegel 1973) 
- La troisième enzyme intervenant dans la dégradation est l’acetoacetyl-CoA synthetase qui 
conduit à l’acétoacétyl-CoA. 
- Enfin la β-cétothiolase permet d’obtenir deux acétyl-CoA. 
Et abouti au bilan suivant : 
(PHB)n + NAD+ + ATP + 2 CoA-SH  (PHB)n-1 + 2 Acétyl-CoA + NADH2 + AMP + PPi 
Il en est de même pour le PHV, avec comme bilan : 
(PHV)n + NAD+ + ATP + 2 CoA-SH  (PHV)n-1 + 1 Acétyl-CoA + 1 Propionyl-CoA + NADH2 + AMP + PPi 
IV.7 MECANISMES DE DECLENCHEMENT ET DE REGULATION DE L’ACCUMULATION DE PHA 
La synthèse et l’accumulation intracellulaire de PHB et des PHA en général sont déclenchées quand 
la croissance est limitée par un facteur nutritionnel (N, O, P, S, K+, Mg2+, Fe2+, Mn, Co, Cu, Ca, Sn (Koller et 
al. 2010)). Bien que le rôle physiologique des différents facteurs limitants diffère, les bactéries répondent aux 
différentes limitations d’une façon similaire. Les mécanismes de contrôles doivent donc être similaires (Babel 
et al. 2001). La production de PHA peut également être induite si le microorganisme se trouve brusquement 
face un excès de carbone et que son anabolisme n’est en pas en mesure de s’adapter rapidement. C’est le 
principe utilisé pour la sélection de consortium par le procédé dit de “Feast & Famine” (Serafim et al. 2008). 
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IV.7.1 Limitation par l’oxygène 
Les cofacteurs réduits ne sont pas réoxydés via la chaîne respiratoire par manque d’accepteur final 
d’électron. La citrate synthase est inhibée par le NADH2 et le NADPH2 (Lee et al. 1995), par conséquent le 
cycle de Krebs est réduit. L’acétyl-CoA est alors accumulé dans la cellule et la concentration en CoA-SH est 
diminuée (Babel et al. 2001). L’inhibition de la β-cétothiolase est alors levée et le carbone excédentaire est 
dirigé vers la production de PHB (Cf. Figure 24). 
IV.7.2 Limitation par l’azote ou le phosphate 
Quand l’azote ou le phosphate est limitant pour la croissance, les potentialités d’utilisation de 
l’acétyl-CoA et du NAD(P)H2 sont réduites. Le NAD(P)H2 libéré ne peut pas être consommé par les voies 
anaboliques, comme par exemple pour la synthèse d’acides aminés. Ils restent disponibles et commencent 
à inhiber la citrate synthase. Comme lors d’une limitation en O2, le cycle de Krebs est inhibé et l’acétyl-CoA 
devient disponible pour la β-cétothiolase et conduit aux PHA (Babel et al. 2001). L’activité spécifique de la β-
cétothiolase ne semble pas affectée par le ratio C/N (Lee et al. 1993a pour des ratios testés de 4 à 33 
Mole.Mole-1). 
La limitation en azote stimule la synthèse de PHB mais la carence totale provoque une perte 
d’activité microbienne considérable pour l’accumulation du polymère (Du et al. 2000). D’après Aragao 
(1996), la productivité volumique moyenne pour une culture carencée en phosphate est nettement 
supérieure à celle obtenue pour les autres cultures (Cf. Tableau 16). 
Tableau 16 : Comparaison entre des cultures Fed-Batch de Cupriavidus necator carencée en phosphate, en azote et limitée en 
azote avec comme source carbonée du glucose (Aragao 1996). Rendement moyen sur toute la culture et productivité pendant 
la phase de production 
 Rendement moyen (g.g-1) Productivité (g.L-1.h-1) 
Carence P 0,31 2,21 
Carence N 0,27 0,45 
Limitation N 0,32 1,16 
 
L’accumulation de PHB, induite par une limitation nutritionnelle en azote ou phosphore, avec 
accroissement consécutif de la vitesse spécifique de production, est corrélée de façon linéaire à une 
diminution du taux de croissance (Cf. Figure 23). La valeur maximale de la vitesse spécifique de production 
(qPHB) pour la culture carencée en phosphates est deux fois supérieure à celle présentée pour la culture 
carencée en azote (Aragao 1996). 
qP
µ
0.05
0.2 g/g/h
Carence P
Limitation N
Carence N
 
Figure 23 : Corrélation entre la vitesse spécifique de production de PHB (qPHB) et le taux de croissance (µ) de Cupriavidus 
necator pour une culture carencée en azote, en phosphate et limitée en azote (Aragao 1996). 
La carence en phosphates ne bloque pas la synthèse protéique, ce qui est favorable au maintien 
d’une vitesse de production de PHB. Cependant, l’accumulation excessive de protéine ne parait pas être 
une condition suffisante : elle doit s’accompagner d’une véritable croissance associée à une division 
cellulaire pour satisfaire à l’optimisation de la production de PHB (Aragao 1996). 
q HB 
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IV.7.3 Régulation enzymatique du métabolisme du PHB 
De manière générale, les conditions nécessaires à la synthèse de PHA sont de fortes concentrations 
intracellulaires en NAD(P)H2 et un haut ratio NAD(P)H2/NAD(P), une faible concentration en CoA-SH et une 
forte concentration en acétyl-CoA. Simultanément, ces conditions inhibent la dégradation, évitant un cycle 
futile des PHA (détail des régulations de chaque enzyme impliquée dans la partie IV.6.1). Néanmoins 
d’après Doi et al. 1990, une partie du PHB est dégradé en permanence même en limitation d’azote. 
L’équilibre de ce turn-over serait déterminé par des facteurs extérieurs (Babel et al. 2001). Haywood et al. 
1989 n’ont pour leur part pas constaté de turn-over en chémostat. 
Le schéma général de régulation du PHB peut être visualisé sur la Figure 24 et être généralisé à la 
production de PHA. 
Acétoacetyl-CoA
Acétyl-CoA
D-(-)-Hydroxybutyryl-CoA
P(HB)n+1
D-(-)-Hydroxybutyrate
Acétoacétate
P(HB)n
CoA-SH
Source de
Carbone
NADPH
NADP+
NADH
NAD+
P(HB)n
AMP, PPi
ATP, CoASH
CoA-SH
ß-cétothiolase
Acétoacetyl réductase
PHA synthase
dépolymérase
D-(-)-3-hydroxybutyrate 
deshydrogénase
Acétoacetyl synthase
NAD(P)+NAD(P)H,H+
CoA-SH
Citrate 
synthase
OAA Citrate
Krebs
Pyruvate
OAA
2-cétoglutarate
 
Figure 24 : Régulation du métabolisme de production de PHA chez Cupriavidus necator d’après Oeding et Schlegel 1973 et 
Kessler et Witholt 2001 
IV.7.4 Régulation transcriptionnelle 
D’après Haywood et al. 1988a l’opéron CAB est contrôlé par un promoteur fort constitutif. La 
synthèse de PHB serait alors uniquement dictée par le niveau de substrats et de cofacteurs dans la cellule 
et par les paramètres cinétiques des trois enzymes (Peoples et Sinskey 1989) comme expliqué dans la 
partie précédente. Néanmoins des promoteurs inductibles auraient été identifiés chez certaines espèces 
mais pour le moment peu de choses sont connues sur les protéines régulatrices spécifiques impliquées 
dans l’expression des gènes (Kessler et Witholt 2001). 
IV.8 FACTEURS DETERMINANTS LE POIDS MOLECULAIRE DES PHA 
Les concentrations en HydroxyAcyl-CoA substrats des PHA synthases ainsi que la disponibilité des 
enzymes de dépolymérisation comme les PHA dépolymérases (Grage et al. 2009) sont des facteurs 
déterminant le poids moléculaire des PHA. Le niveau d’expression de la PHA synthase active est également 
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capital car plus la concentration en PHA synthase active est importante, plus le poids moléculaire des PHA 
est faible (Sim et al. 1997) et plus le nombre de granules dans la cellule est important (Jung et al. 2000.) 
Les phasines (codées par le gène phaP, Cf. Figure 22) semblent avoir une action sur la régulation 
de la taille, le nombre, le ratio surface/volume des inclusions de PHB (Steinbuchel et Fuchtenbusch 1998; 
Madison et Huisman 1999; Sudesh et al. 2000; Zinn et al. 2001). La synthèse et l’accumulation de phasines 
seraient un mécanisme PHB dépendant impliquant la participation de PhaR, un répresseur autorégulé (York 
et al. 2001; Potter et al. 2002). Une sur-expression de PhaP conduit à l’augmentation du nombre de 
granules de PHA et à la réduction de leur taille (Potter et al. 2002) alors que sa délétion conduit quant à elle 
à la formation d’un unique granule (Wieczorek et al. 1995). 
Les phasines sont des protéines non-catalytiques de faible poids moléculaire (accumulées à haut 
niveau quand le PHB est synthétisé – jusqu’à 5% du total des protéines cellulaires Grage et al. 2009), 
spécifiquement liées aux granules de polymères, qui stabilise le PHB. Les phasines formeraient une couche 
protéique étroite à la surface des granules créant ainsi une interface entre le cytoplasme hydrophile et le 
centre plus hydrophobe de l'inclusion de PHA. Elles possèdent un domaine hydrophobe associé aux 
granules et un domaine hydrophile exposé au cytoplasme. 
V CONCLUSIONS 
Cette étude bibliographique a permis de dresser un bilan succinct sur la structure des PHA et de 
leurs propriétés. Il en ressort la possibilité d’obtenir une grande variété de motifs d’HydroxyAlcanoates en 
fonction du type de substrats et des microorganismes utilisés. L’exploitation de cette capacité permet de 
proposer une large gamme de matières plastiques aux propriétés diverses. L’incorporation de motifs de 
chaînes plus longues tels que l’HV à l’homopolymère composé d’HB est particulièrement intéressante. Les 
conditions d’obtention de ce monomère HV seront donc étudiées avec attention. 
La première motivation de ce travail de thèse est la production de PHA à partir de sous-produits de 
l’assainissement. Une étape préalable de traitement de la matière première est nécessaire pour l’obtention 
de carbone assimilable par les micro-organismes. Elle abouti à la production d’acides gras volatils 
précurseurs directs pour la production de PHA. Le choix des substrats étudiés a été restreint au nombre de 
trois parmi les AGV les plus couramment obtenus après prétraitement des sous-produits organiques issus 
de l’assainissement : l’acide butyrique, l’acide propionique et l’acide acétique. 
 Le choix d’utiliser la souche Cupriavidus necator, micro-organisme capable d’assimiler les AGV 
comme substrats, est à la fois dicté par ses performances à l’échelle industrielle et par son statut de micro-
organisme modèle. 
Les procédés de production industriels existants permettent obtenir au minimum 60 g.L-1 de 
biomasse totale comportant au moins 50% de PHA. Les plus performants atteignent 160 g.L-1 avec des taux 
d’accumulation de plus de 75%. A l’heure actuelle, peu de cultures utilisant les acides gras volatils comme 
substrats se sont placées dans de telles conditions et quasiment aucune étude ne s’est intéressée à la 
caractérisation des capacités de la souche Cupriavidus necator sur acide propionique pur en dehors du 
pourcentage d’HV maximum obtenu dans le polymère. 
Les substrats utilisés sont toxiques et nécessitent une mise en œuvre de type Fed-Batch ou 
continue afin de s’affranchir de leurs effets inhibiteurs. Les mécanismes d’action de ces acides sont 
expliqués par différentes théories. Il semblerait qu’une inhibition générale liée à la fonction acide soit 
commune à tous les acides faibles, mais que pour certains acides gras volatils une inhibition spécifique de 
fonctions métaboliques puisse s’ajouter. 
En conditions stabilisées, la production de PHA est déclenchée par une limitation nutritionnelle. 
Traditionnellement, la limitation azote est la plus utilisée car plus facile à mettre en place. Néanmoins 
d’après l’étude bibliographique, la limitation phosphore permet d’obtenir des vitesses spécifiques de 
production de PHB plus élevées ainsi que des productivités volumiques plus importantes. De plus il est 
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possible, dans les filières de traitement des effluents liquides, de disposer de procédés maîtrisés de 
déphosphatation permettant le contrôle du rapport phosphore/carbone. La limitation phosphore est donc 
choisie dans cette étude. L’influence du degré de limitation sur la physiologie du micro-organisme et sur les 
cinétiques et rendements de production de PHA sera examinée. 
L’étude bibliographique a également permis de présenter un bilan des connaissances du 
métabolisme hétérotrophe de la souche étudiée. Seul le catabolisme des substrats acides étudiés (acides 
acétique, propionique et butyrique) et de deux carbohydrates (glucose et fructose) a été considéré. Celle-ci 
montre qu’un certain nombre d’incertitudes demeurent tant au niveau du catabolisme qu’au niveau des 
réactions de production d’énergie, de réoxydation des coenzymes réduits ou encore de la production des 
PHA. L’ensemble des réactions listées servira de base à l’établissement d’un modèle métabolique, faisant 
partie intégrante de la démarche de cette thèse qui associe modélisation et cultures en fermenteurs en 
conditions performantes de production de PHA. 
L’objet de l’étude est donc l’utilisation des AGV par Cupriavidus necator. Dans ces conditions, il est 
important de déterminer le potentiel de ces substrats en termes de performances : 
- au niveau stoechiométrique (rendements) 
- au niveau cinétique (vitesses spécifiques maximales, productivité) 
- au niveau des capacités d’accumulation maximale (taux massique de PHA dans les cellules) 
Il est également nécessaire de comprendre l’impact de la composition du mélange d’acides gras 
volatils obtenue après prétraitement sur la physiologie du microorganisme et sur la composition du polymère 
produit. 
Dans un premier temps, pour chaque source carbonée, une caractérisation cinétique et 
stœchiométrique de la souche en conditions de croissance comme en conditions de production de PHA sera 
réalisée en l’absence d’effets inhibiteurs dus aux substrats acides. Pour cela des cultures de type Fed-Batch 
avec des apports non limitants et non inhibiteurs en carbone ont été mises en place. Dans un second temps, 
toujours par l’intermédiaire de culture de type Fed-Batch, des mélanges d’AGV seront étudiés en visant la 
co-métabolisation des différents substrats pour permettre la production de copolymères P(HB-co-HV). 
D’autre part, l’impact de la limitation et/ou de la carence en phosphore sur le taux de HV obtenu dans le 
polymère sera aussi examiné pour permettre de développer une conduite optimisant le contenu cellulaire en 
PHA et le taux d’HV dans le polymère. 
Enfin le mode opératoire a été élargi pour inclure la culture en continu avec l’objectif d’étudier la 
dynamique de réponse de la souche à un excès de substrat. Cette conduite permet de s’affranchir de 
l’historique cellulaire et de stabiliser le micro-organisme dans un métabolisme choisi avant d’appliquer une 
perturbation contrôlée (pulse d’acide). Cette conduite permettra également d’étudier les antagonismes 
entres substrats et de définir le mélange de substrat admissible en fonction du point de fonctionnement 
souhaité. 
Ainsi après la présentation des matériels et méthodes utilisées (Partie II), les résultats seront décrits 
et discutés selon l’ordre suivant. Dans la partie III-I sera présenté l’ensemble des expérimentations réalisées 
aussi bien en termes de conduite pour remplir les objectifs visés, qu’en termes de performances des cultures 
et de problématiques dégagées. Ceci afin de dégager par la suite une analyse globale des résultats : 
- Partie III-II : “Caractérisation cinétique de Cupriavidus necator en l’absence d’effets inhibiteurs 
dus aux substrats 
- Partie III-III : “ Caractérisation stoechiométrique du devenir du carbone chez Cupriavidus necator 
en l’absence d’effets inhibiteurs dus aux substrats" 
- Partie III-IV : “Etude dynamique des réponses de Cupriavidus necator à un excès de substrat 
acide“ 
- Partie III-V, caractérisation des “Conditions d’obtention de l’hétéropolymère PHB-co-HV “ que ce 
soit à partir d’acide propionique seul ou en co-substrat. 
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I REALISATION DES CULTURES 
I.1 SOUCHE 
Le micro-organisme utilisé est une souche de Cupriavidus necator DSM 545, ayant acquis par 
mutation spontanée (à partir de la souche DSM 529) la capacité d’utiliser du glucose comme source de 
carbone (Konig et al. 1969). 
I.2 MILIEUX DE CULTURES 
I.2.1 Milieu de culture solide 
La composition du milieu nutritif complexe solide est décrite dans le Tableau 17. 
Tableau 17 : Composition du milieu nutritif complexe solide 
Composé Concentration (g/L) 
Peptone Pepsique de Viande 2,5 
Tryptone 2,5 
Extrait de Viande 3 
Agar A 15 
I.2.2 Milieux de culture liquide 
I.2.2.1 Milieu nutritif complexe 
La composition nutritive du milieu liquide est identique à celle du milieu solide (Cf. Tableau 18). 
Tableau 18 : Composition du milieu nutritif complexe liquide 
Composé Concentration (g/L) 
Peptone Pepsique de Viande 2,5 
Tryptone 2,5 
Extrait de Viande 3 
I.2.2.2 Milieu minéral 
 Milieu minéral pour les précultures en fiole d’Erlenmeyer et pour le milieu initial des 
Fed-Batch et chemostats 
Un milieu de culture a été développé dans des études antérieures au laboratoire, il est basé sur celui 
proposé par Ramsay et al. 1990a. 
Le phosphore a été choisi comme élément limitant car d’après les études d’Aragao (1996), il est 
favorable au maintien d’une vitesse spécifique de production de PHB élevée. Sa concentration dans les 
milieux est donc adaptée en fonction des objectifs choisis en complémentation d’un milieu minéral basal 
(MMB) préparé à partir de solutions concentrées stocks. Ces solutions stocks sont préparées avec de l’eau 
osmosée puis stérilisées séparément par autoclavage (121°C, 20 minutes). Leur composition est présenté e 
dans le Tableau 19. 
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Tableau 19 : Composition des différentes solutions concentrées constituant le Milieu Minéral Basal 
Solutions concentrées Concentration (g/L) 
Ferrique Ammonium Citrate C6H5+4yFexNyO7 à env. 28% Fe 10 
Sulfate de Magnésium MgSO4.7H2O 50 
Chlorure de Calcium CaCl2 5 
Sulfate de di-ammonium (NH4)2SO4 200 
Na2HPO4. 12 H2O 25,0 Solution Phosphates A 
KH2PO4 1,6 
Na2HPO4. 12 H2O 224,0 Solution Phosphates B 
KH2PO4 37,5 
H3BO3 0,30 
CoCl2, 6H2O 0,20 
ZnSO4, 7H2O 0,10 
MnCl2, 4H2O 0,03 
Na2MoO4, 2H2O 0,03 
NiCl2, 6H2O 0,02 
Oligots-Eléments 
CuSO4, 5H2O 0,01 
 
La préparation du milieu MMB est faite avec de l’eau du réseau. Les quantités de chaque solution à 
ajouter sont résumées dans le Tableau 20. Un agent chélatant, le NTA (ou Acide NitriloTriAcétique), est 
ajouté pour éviter toute formation de précipité. Les quantités ont été optimisées par Aragao (1996) pour que 
ce composé ne soit pas inhibiteur. Le pH est ajusté à 7,00 avec une solution de KOH à 5 M. Le milieu MMB 
est stérilisé 20 minutes à 120°C. Les solutions de phosphates sont ajoutées extemporanément. Selon les 
différentes expérimentations, la teneur en sels de phosphates est adaptée :  
- Pour les précultures, le phosphore ajouté est de 2 mL.L-1 (solution B). 
- Pour le milieu initial, les quantités ajoutées sont résumées dans le Tableau 21. 
 
Tableau 20 : Constitution du Milieu Minéral Basal (MMB) à partir des solutions concentrées listées dans le Tableau 19 et 
concentrations finales 
Solution Volume solutions 
concentrées (mL.L-1) Concentration finale 
Acide NitriloTriAcétique (NTA) 
 0,19 g.L-1 
Ferrique Ammonium Citrate 6 0,06 g.L-1 
Sulfate de Magnésium 10 0,50 g.L-1 
Chlorure de Calcium 2 0,01 g.L-1 
Sulfate de di-ammonium 25 5,00 g.L-1 
Oligots-Eléments : 1  
H3BO3  0,30 mg.L-1 
CoCl2, 6H2O  0,20 mg.L-1 
ZnSO4, 7H2O  0,10 mg.L-1 
MnCl2, 4H2O  0,03 mg.L-1 
Na2MoO4, 2H2O  0,03 mg.L-1 
NiCl2, 6H2O  0,02 mg.L-1 
CuSO4, 5H2O  0,01 mg.L-1 
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Tableau 21 : Complémentation du Milieu Minéral Basal en sels de phosphates selon les cultures  
Culture Solution de sels de phosphate utilisée 
Volume ajouté 
(mL.L-1) 
Concentration 
finale (g.L-1) 
A 8  
Na2HPO4. 12 H2O  0,200 Fed-batch A à F 
KH2PO4  0,013 
B 1  
Na2HPO4. 12 H2O  0,224 Fed-Batch G 
KH2PO4  0,038 
B 40  
Na2HPO4. 12 H2O  8,960 Chemostat H 
KH2PO4  1,500 
B 20  
Na2HPO4. 12 H2O  4,480 Chemostat I 
KH2PO4  0,750 
 
 Milieu minéral d’alimentation pour les cultures continues en conditions de croissance 
(phosphore non limitant, Chemostat H) 
Le milieu minéral pour les cultures continues est stocké en bidons stériles de 50 L et continuellement 
homogénéisé. Sa composition (Cf. Tableau 22) est adaptée selon les recommandations de Gaudin 1998 : 
l'acide nitriloacétique (NTA) n'est pas utilisé et le sulfate d'ammonium est remplacé par de l'acide sulfurique 
afin d'obtenir la même quantité de sulfates, et par de l'ammoniaque en quantité suffisante pour atteindre le 
pH souhaité de 4. La quantité de phosphore ajouté est non limitante afin de se placer dans des conditions de 
croissance sans accumulation de PHA. Tous les éléments sont préalablement mélangés et dissous avant 
que le milieu ne soit stérilisé par filtration (Sartobran® 0,2µm, SARTORIUS STEDIM BIOTECH). 
 
Tableau 22 : Milieu minéral adapté pour l'alimentation en sels des cultures continues en conditions de croissance (phosphore 
non limitant) 
Solution Volume solutions 
concentrées (mL.L-1) Concentration finale 
Ferrique Ammonium Citrate 6 0,06 g.L-1 
Sulfate de Magnésium 10 0,50 g.L-1 
Chlorure de Calcium 2 0,01 g.L-1 
Acide Sulfurique 96% 2 0.35 g.L-1 
Oligots-Eléments : 1  
H3BO3  0,30 mg.L-1 
CoCl2, 6H2O  0,20 mg.L-1 
ZnSO4, 7H2O  0,10 mg.L-1 
MnCl2, 4H2O  0,03 mg.L-1 
Na2MoO4, 2H2O  0,03 mg.L-1 
NiCl2, 6H2O  0,02 mg.L-1 
CuSO4, 5H2O  0,01 mg.L-1 
Solution de phosphates B 40  
Na2HPO4. 12 H2O  8,960 g.L-1 
KH2PO4  1,500 g.L-1 
Ammoniaque 28% qsp pH = 4  
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 Milieu minéral d’alimentation pour les cultures continues en conditions de production 
de PHA (phosphore limitant, Chemostat I) 
Afin de pouvoir piloter parfaitement la limitation phosphore, celui-ci est séparé du reste des sels 
minéraux dans une alimentation indépendante (Cf. Tableau 23). La composition du milieu minéral en Na+ et 
K+, apportés jusqu’à présent sous forme Na2HPO4 et KH2PO4, doit être ajustée grâce à des solutions de 
KOH et NaOH afin que ces deux éléments ne soient pas limitants (Cf. Tableau 24 Version n°1). 
Durant l’expérimentation, la composition du milieu minéral a été re-ajustée afin d’apporter 
suffisamment d’azote via l’alimentation saline et ainsi, ne pas dépendre de l’azote apporté par la régulation 
pH assurant, dans la version n°1, l’alcalinisation du milieu minéral de pH 3 à pH 7 (Cf. Tableau 24 Version 
n°2). 
 
Tableau 23 : Solution de phosphore pour l'alimentation des cultures continues en conditions de production de PHA 
(phosphore limitant, Chemostat I) 
Sels Concentration (g.L-1) 
Na2HPO4. 12 H2O 10 
KH2PO4 2 
 
Tableau 24 : Milieu minéral adapté pour l'alimentation en sels des cultures continues en conditions de production de PHA 
(phosphore limitant, Chemostat I) 
Version n°1 Version n°2 
Solution 
Volume 
solutions 
concentrées 
(mL.L-1) 
Concentration 
finale 
Volume 
solutions 
concentrées 
(mL.L-1) 
Concentration 
finale 
Ferrique Ammonium Citrate 6 0,06 g.L-1 6 0,06 g.L-1 
Sulfate de Magnésium 10 0,50 g.L-1 10 0,50 g.L-1 
Chlorure de Calcium 2 0,01 g.L-1 2 0,01 g.L-1 
Acide Sulfurique 96% 2 0.35 g.L-1 6 1,06 g.L-1 
KOH (500 g.L-1) 4 2 g.L-1 4 2 g.L-1 
NaOH (500 g.L-1) 2,4 1,2 g.L-1 2,4 1,2 g.L-1 
Oligots-Eléments : 1  1  
H3BO3  0,30 mg.L-1  0,30 mg.L-1 
CoCl2, 6H2O  0,20 mg.L-1  0,20 mg.L-1 
ZnSO4, 7H2O  0,10 mg.L-1  0,10 mg.L-1 
MnCl2, 4H2O  0,03 mg.L-1  0,03 mg.L-1 
Na2MoO4, 2H2O  0,03 mg.L-1  0,03 mg.L-1 
NiCl2, 6H2O  0,02 mg.L-1  0,02 mg.L-1 
CuSO4, 5H2O  0,01 mg.L-1  0,01 mg.L-1 
Ammoniaque 28% 1 0,25 g.L-1 5 1,26 g.L-1 
pH 3 1,6 
 
I.2.2.3 Sources carbonées 
Les différentes sources carbonées utilisées sont listées dans le Tableau 25. La solution de glucose 
est stérilisée 20 minutes à 120°C. Les solutions d' acides sont préparées avec de l'eau déminéralisée 
préalablement stérilisée, elles sont utilisées telles quelles pour les expérimentations Fed-Batch et stérilisées 
par filtration en ligne pour les cultures continues (filtres hydrophobes en PTFE, type 118, SARTORIUS 
STEDIM BIOTECH). 
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Tableau 25 : Sources carbonées utilisées au cours des cultures 
Utilisation Source carbonée Concentration de la 
solution (gacide/L) 
Précultures Glucose 500 
Fed-Batch A Acide Butyrique 300 
Fed-Batch B Acide Butyrique 190 
Fed-Batch C Acide Propionique 260 
Fed-Batch D Acide Propionique 277 
Fed-Batch E Acétate 125 
Fed-Batch F Acide Acétique 200 
Acide Butyrique 186  
Fed-Batch G 
 
Acide Propionique 246 
Chemostat H Acide butyrique 200 
Chemostat I Acide butyrique 95 
I.3 CONDITIONS DE CULTURE 
L’enchaînement des étapes nécessaires à l’ensemencement du fermenteur est présenté sur la 
Figure 25 suivante (taux d’ensemencement de 10%). 
Milieu NB solide
30°C
Milieu NB liquide
30°C, 200 RPM
Milieu MM + Glc + P 
30°C, 100 RPM
150 mL ds 1L
10 mL à 12 h 
10 mL
36 à 48 h
150 mL à 12-15 h 
100 µL
Milieu MM + C + P 
30°C
1,5 L ds 2,45
 
Figure 25 : Etapes de précultures avant ensemencement du fermenteur 
I.3.1 Culture sur milieu solide 
50 à 100 µL issus d’un cryotube sont étalés sur boites de Pétri et mis en incubation à 30°C pendant 
24 à 36 h. 
I.3.2 Précultures en fiole Erlenmeyer 
Les précultures sont préparées en plusieurs étapes à partir de colonies prélevées sur boîtes 
débutant par l’ensemencement d’un tube à bouchon contenant 10 mL de milieu nutritif complexe liquide mis 
en incubation pendant 12 h à 30°C (Absorbance final e 620 nm ≈ 0,4). Celui-ci sert ensuite d’inoculum pour une 
fiole Erlenmeyer bafflée de 1 L contenant 150 mL de milieu minéral, 4 g.l-1 de glucose et 300 µL de la 
solution de phosphates B, incubée 12 à 15 h à 30°C sous agitation (Absorbance finale 620 nm ≈ 0,35). 
Rq. : Absorbance mesurée dans une cuve de trajet optique de 2 mm 
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I.3.3 Cultures en fermenteur de 2,5 ou 7 litres 
Le fermenteur de 2,45 litres (1,5 à 2 L utiles) est un fermenteur BRAUN (Cf. Figure 26) équipé du 
logiciel BIOPAT® MFCS/win version 2.0 pour l’acquisition et le pilotage. Il dispose de sondes de pH, de 
température, d’oxygène dissous et d'antimousse. 
 
 
Figure 26 : Dispositif expérimental : fermenteur de 2,45 L 
Le fermenteur de 7 litres (1 à 5 litres utiles) est le modèle BIOSTAT® B-DCU de SARTORIUS 
STEDIM BIOTECH. Celui-ci est disposé sous une hotte aspirante (Cf. Figure 27) munie de filtres à Charbon 
pour éliminer toute mauvaise odeur due aux substrats carbonés (acide butyrique et acide propionique). 
 
 
Figure 27 : Dispositif expérimental : fermenteur de 5 L sous hotte d’aspiration  
 
La cuve a été faite à façon en inox, elle est munie de quatre piquages latéraux. Le fermenteur est 
équipé de sondes de pH, de température, d'antimousse, d’oxygène dissous et de pression permettant la 
régulation de ces différents paramètres (Cf. Figure 30). 
Le pilotage se fait via le logiciel BIOPAT® MFCS/win version 3.0. Un sous-programme géré par le 
logiciel a été crée afin de gérer les débits d'alimentations en substrats (jusqu'à trois différents) et en solution 
saline. Les différents profils d’alimentation programmables sont présentés sur la Figure 28. 
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Durée de variation
Consigne
initiale
Consigne
finale
Débit de 
consigne
Débit constant
Débit linéaire
Débit exponentiel
 
Figure 28 : Présentation des différents profils de consigne disponibles pour la commande des pompes d'apports de substrat 
et de sels 
 
Les différentes configurations d’alimentation sont schématisées sur la Figure 29 pour le mode de 
conduite Fed-Batch et sur la Figure 30 pour les cultures continues en mode chemostat. 
 
Figure 29 : Schéma général du fermenteur en configuration Fed-Batch et de son environnement 
 
B, D, F 
G 
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Figure 30 : Schéma général du fermenteur en configuration chémostat et de son environnement 
Les cultures de types chemostat ont été réalisées sur milieu minéral avec une alimentation en sels et 
une alimentation en acide butyrique. Pour le chemostat I, l’alimentation phosphore a été séparée des sels. 
Le taux d’inoculation est de 10%. Le pH est régulé à 7 par une solution d’ammoniaque à 14 ou 7 %. La 
température de la culture est régulée à 30°C. 
Une boucle de recirculation du moût de fermentation assure un échantillonnage du surnageant grâce 
à un filtre tangentiel relié à un collecteur de fraction. Pour le Chemostat I un échantillonnage du moût a été 
ajouté via un second collecteur de fraction (Cf. Figure 30). Ce système piloté par l’intermédiaire du logiciel 
BIOPAT® MFCS/win permet de réaliser des prélèvements de surnageants à une fréquence de 2 min-1 avec 
un faible volume pour réduire l’impact sur le comportement hydraulique du réacteur mais suffisant pour 
réaliser les analyses. 
Les conduites des cultures sont adaptées en fonctions des objectifs visés, celles-ci sont détaillées 
dans la Partie III - I Quantification macroscopique de l’ensemble des cultures réalisées en bioréacteur p.77. 
II TECHNIQUES ANALYTIQUES 
II.1 METHODES DE SUIVI ET D’ANALYSE DES SUBSTRATS D’UNE CULTURE 
II.1.1 Dosage des acides organiques 
 Par Chromatographie en phase gazeuse 
Les acides acétique, butyrique et propionique résiduel dans le surnageant de culture sont dosés en 
cours de culture par chromatographie gazeuse sur une colonne en silice fondue (∅ 0,53mm x 50 m) garnie 
de Poraplot Q (CHROMPACK, Varian Inc., Hansen Way, Palo Alto, USA). Le chromatographe est de type 
HEWLETT PACKARD 5890 équipé d’un détecteur à ionisation de flammes. La température de la chambre 
d’injection et du détecteur est de 250°C. Le progra mme de température du four est le suivant : 130°C e n 
température initiale puis augmentation de 10°C par minute jusqu’à 237°C, cette température est mainten ue 
pendant 5 minutes. Le signal est traité par un intégrateur HP 3396A. 
I 
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Un volume de 200 µL d’étalon interne (solution de 2-propanol à 10 g.L-1 dans de l’acide sulfurique 
1 N) est ajouté à 800 µL d’échantillon avant l’injection. La courbe d’étalonnage est réalisée à partir de 
solutions de concentrations connues dans une gamme de 0,1 à 5 g.L-1. 
 Par Chromatographie Ionique 
Pour des concentrations inférieures à 0,5 g.L-1, les acides organiques résiduels dans le milieu sont 
dosés par chromatographie liquide sur une colonne échangeuse d’anions (IonPac AS11-HC Analytical 
column 4x250mm P/N 052962) protégée par une précolonne (IonPac AG11-HC Guard Column 4x50mm P/N 
052962). Le système de chromatographie ionique ICS 3000 DIONEX est équipé d’un passeur d’échantillon 
(Autosampler AS) réfrigéré à 5°C; d’un système à do uble pompe ; d’un générateur d’éluant qui permet de 
générer en ligne à partir d’eau MQ et d’une cartouche EluGen® contenant la solution d’électrolyte concentré 
(K+), un éluant basique (KOH), dégazé, et dépourvu de carbonates (grâce au suppresseur CR-ATC modèle 
CRD200-4mm P/N 062983) ; et d’un module de chromatographie et de détection (Suppresseur ASRS-Ultra 
II 4mm – P/N 061561 – courant de travail de 223mA et d’un Détecteur Conductimétrique P/N 061830). La 
température du four est de 30°C et celle du détecte ur est de 35°C. Le programme d’élution est décrit d ans le 
Tableau 26. 
Tableau 26 : Gradient d'élution réalisé pour le dosage des acides organiques par Chromatographie Ionique (profil linéaire 
entre chaque point)  
durée (min) KOH (mM) 
0 0,5 
25 0,5 
35 60 
45 60 
55 0,5 
70 0,5 
II.1.2 Dosage du glucose 
En cours de culture, le glucose est dosé par un analyseur automatique YSI modèle 2700 Select 
Biochemistry Analyzer (YELLOW SPRINGS INSTRUMENT Inc., Yellow Springs, Ohio, USA). Le principe de 
ce dosage enzymatique est basé sur la transformation du glucose en acide gluconique par une glucose 
oxydase immobilisée sur membrane. Cette réaction libère de l’eau oxygénée, qui va être oxydée par une 
électrode de platine. Le courant ainsi créé est proportionnel à la concentration en glucose. Après étalonnage 
de l’appareil, le résultat est directement délivré en g.L-1. Les échantillons à doser doivent être exempts de 
cellules et dilués de sorte que la concentration mesurée soit dans une gamme de 0 à 5 g.L-1. 
II.1.3 Dosage du phosphore 
La production de PHA est déclenchée par une limitation ou une carence en phosphore. Le suivi de la 
concentration résiduelle en phosphore est donc important pour la gestion de la culture et pour l’analyse des 
mécanismes d’accumulation. 
Le phosphore résiduel dans le milieu est dosé colorimétriquement : il est réduit en 
phosphomolybdate d’ammonium par le diaminophénol. Ce protocole est basée sur la méthode de dosage du 
phosphore dans le lait (Pien 1969) et sur la publication de Allen 1940. 
Les réactifs nécessaires sont les suivants : 
- solution à 10 g.L-1 d’amidol (2-4 diaminophenol dichlorhydrate (NH2)2C6H3OH, 2HCl) et à 
200 g.L-1 de métabisulfite de sodium (Na2S2O5), à conserver 10 jours maximum à l’abri de la 
lumière. 
- solution de molybdate d’ammonium à 83 g.L-1 
- solution d’acide perchlorique à 65 % 
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Dans un tube à hémolyse additionner 4 mL d’échantillon, 400 µL d’acide perchlorique, 400 µL 
d’amidol et 200 µL de molybdate ammonium. Boucher le tube, agiter, attendre 5 min et mesurer 
l’absorbance à 750 nm au spectrophotomètre (Libra S4 de BIOCHROM Ltd., Cambridge, UK). La gamme 
étalon est réalisée à partir d’une solution de KH2PO4 à 0,22 g.L-1. 
II.2 METHODES DE SUIVI ET D’ANALYSE DE LA BIOMASSE D’UNE CULTURE 
La problématique qui se pose dans le cas des cultures de Cupriavidus necator avec accumulation de 
PHA intracellulaire est la caractérisation des différentes fractions de biomasse : 
- la biomasse résiduelle (Xr) qui correspond à la biomasse totale mesurée diminuée de 
la quantité de PHA accumulée. 
et l’évaluation des différentes sous populations, afin de discriminer  
- la part de la biomasse qui accumule des PHA 
- la part de la biomasse proliférante (ou cellules cultivables) 
II.2.1 Biomasse totale 
 Mesure turbidimétrique 
La densité cellulaire des prélèvements issus des cultures est estimée par mesure de l’absorbance à 
620 nm, à l’aide d’un spectrophotomètre (Libra S4 de BIOCHROM Ltd., Cambridge, UK), dans une cuve de 
0,2 cm de trajet optique. Si besoin, des dilutions sont réalisées pour rester dans une gamme de 0,05 à 0,6 
UDO. 
 Mesure gravimétrique 
La masse de biomasse contenue dans un volume connu d’échantillon est déterminée par pesée, 
après filtration sur membrane de porosité 0,2 µm, préalablement séchée et pesée. La membrane est rincée 
et ensuite séchée à l’étuve sous vide (200 mm Hg, à 60°C) pendant 48 heures. La concentration en masse  
sèche (MS) est déterminée par différence et s’exprime en g.L-1. 
Cette mesure est également effectuée en tubes Eppendorf préalablement séchés et pesés dans 
lesquels 1 mL de moût est disposé puis séché dans les mêmes conditions que précédemment. 
II.2.2 Détermination de la composition macromoléculaire de la biomasse 
II.2.2.1 Mesure par CPG des PHA intracellulaires et des PHA issus de la biomasse lysée 
 Principe de la méthode 
Le PHA est dosé par chromatographie en phase gazeuse suivant la méthode de méthanolyse 
proposée par Braunegg et al. 1978 avec les modifications de Brandl et al. 1988. La méthanolyse acide 
permet de dépolymériser les PHA et d’obtenir des esters d’acides gras qui sont volatils (Cf. Figure 31). Avec 
le PHB, la méthanolyse donne un méthylbutyrate et n méthylhydroxybutyrate. Avec le P(HB-co-HV), du 
méthylvalérate et du méthylhydroxyvalérate sera obtenu. La réaction d’estérification est équilibrée (non 
totale) et réversible. Enfin pour séparer le méthanol du chloroforme, il suffit d’ajouter de l’eau à la fin de la 
réaction. 
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Figure 31: Mesure par CPG des PHA intracellulaires, principe de la méthanolyse 
 analyse 
Un culot de biomasse correspondant à 1 mL de moût de fermentation est séché à l’étuve sous vide 
(200 mm Hg, à 60°C) pendant 48 heures. Le culot est  transféré dans un tube en pyrex et pesé avant d’être 
resuspendu dans 2 mL de méthanol acidifié (15% H2SO4) contenant de l’acide benzoïque à 0,8 g.L-1 comme 
étalon interne. Un volume de 2 mL de chloroforme est ajouté et le mélange est chauffé à 100°C pendant 140 
minutes. Après 60 minutes de chauffage les tubes sont vortexés puis replongés dans le bain-marie. 
Après refroidissement à température ambiante, 1 mL d’eau ultrapure est ajouté et les échantillons 
sont agités pendant 30 secondes. Après décantation, la phase organique (inférieure) est prélevée et 
analysée sur chromatographie gazeuse. La colonne utilisée est le modèle CP-Wax 58 (FFAP) CB (VARIAN 
INC., Hansen Way, Palo Alto, USA) de dimensions 25x0,23x0,70 (L (m) x ID (mm) x OD (mm)). Elle a une 
phase stationnaire en polyéthylène glycol greffée avec des groupements fonctionnels acide nitroterephthalic 
modifiés. Le chromatographe est le modèle CPG VARIAN 430 (VARIAN INC., Hansen Way, Palo Alto, USA) 
avec passeur d’échantillon équipé d’un détecteur à ionisation de flamme. Le gaz vecteur est l’azote avec un 
débit de 25 mL.min-1 et les températures de l’injecteur et du détecteur sont respectivement de 250 et 270°C. 
Le programme de température du four est le suivant : 115°C pendant 5 min ; augmentation de 5°C par min  
jusqu’à 155°C ; augmentation 20°C par min jusqu’à 2 30°C ; 10 min à 230°C. 
La courbe d’étalonnage est réalisée avec l’acide poly-β-hydroxybutyrique dans une gamme de 0 à 
60 mg par tube ou le polyacide 3-hydroxybutyrique-co-3-hydroxyvalérique (contenant 12% d’HV) de 0 à 
50 mg par tube. Ces étalons subissent simultanément le même traitement de méthanolyse que les 
échantillons. 
II.2.2.2 Calcul de la Biomasse résiduelle (Xr) 
Le calcul de la concentration en biomasse résiduelle se fait selon le calcul suivant : 
)(g.LPHA -)(g.L MS -1-1=rX  Eq. 1 
II.2.2.3 Dosage des protéines dans la biomasse 
La méthode utilisée est une méthode colorimétrique adaptée de la méthode de biuret (Stickland 
1951; Aragao 1996). Elle est basée sur la réaction d’agents chromophores avec les liens peptidiques des 
protéines : les ions Cu2+ (ajoutés sous forme de sulfate de cuivre) se lient aux atomes d’azote des liaisons 
peptidiques de la protéine dans des conditions de pH alcalin, produisant ainsi un complexe de couleur 
mauve avec absorption maximale à 540-560 nm. L’intensité de la coloration (l’absorbance) est directement 
proportionnelle à la concentration de la protéine. 
Pour la mesure des protéines dans la biomasse, des culots correspondants à 1 mL de moût de 
fermentation sont resuspendus dans 1 mL d’eau ultrapure. Pour la mesure des protéines totales, 1 mL de 
moût de fermentation est directement utilisé. Les quantités de moût doivent être ajustées pour ne pas 
Partie II :  Matériel et Méthodes 
 
 
 
Document confidentiel   56 
dépasser 4 mg de biomasse totale (matière sèche) par tube pour que la lyse soit efficace. La lyse des 
cellules est provoquée par addition de 200 µL de solution d’hydroxyde de sodium (NaOH à 10 % (p/v)) et un 
chauffage à 100°C pendant 5 min. Après refroidissem ent, ajouter 30 µL de solution sulfate de cuivre (CuSO4 
à 25 % (p/v)), vortexer et laisser réagir 30 minutes à l’obscurité. Les surnageants obtenus après 
centrifugation (13400 RPM, 3 min) sont analysés par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 560 nm 
(Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader, BIOTEK). Une gamme étalon est réalisée à partir de sérum 
albumine bovine (BSA) entre 0 et 4 g.L-1. 
La composition des protéines de la biomasse est différente de la composition de la BSA (Bovine 
Serum Albumine) utilisée pour réaliser la gamme étalon. Il faut donc corriger les valeurs pour tenir compte 
d’un nombre de liaisons peptidiques par gramme de protéines différent selon leurs origines : 0,88 liaisons.g-1 
pour la BSA (Friedli 1996) et 0,94 liaisons.g-1 pour les protéines de C. necator (Aragao 1996). 
II.2.3 Détermination de la composition élémentaire de la biomasse 
La détermination de la composition élémentaire de la biomasse en C, H, O, N, P a été réalisée par le 
Service Central d’Analyse du CNRS (69360 Solaize) sur des échantillons préalablement lyophilisés. Les 
résultats fournis sont sous forme de pourcentage massique. Avec la connaissance de la teneur intrinsèque 
en PHA, il est possible de calculer la composition de la biomasse résiduelle. Ces mesures permettent de 
comparer la composition élémentaire de la biomasse par rapport à celle trouvée dans la littérature et de 
vérifier les évolutions des teneurs en phosphore de la biomasse au cours des cultures. 
II.2.4 Dénombrement des cellules 
II.2.4.1 Cellules cultivables 
Le principe est d’étaler sur milieu solide un volume connu (50 µL) d’une suspension suffisamment 
diluée. Après croissance à 30°C, le comptage permet  de relier le nombre de cellules initiales capables de se 
diviser à un volume (UFC/mL ou Unité Formant Colonie par mililitre). Le nombre de colonies comptées sur 
une boîte doit se situer entre 30 et 300 colonies afin de conserver une précision acceptable (dispersion 
moyenne de 4%). 
L’étalement est réalisé avec un ensemenceur automatique (Whitley Automatic Spiral Plater, DON 
WHITLEY SCIENTIFIC LIMITED, UK) sur des boites de Pétri précoulées avec gélose PCA (Plate Count 
Agar) de BIOMERIEUX.  
II.2.4.2 Numération des cellules totales et isolées sur cellule de Thoma 
Le nombre de cellules par unité de volume est déterminé par comptage au microscope (Observation 
en lumière blanche x 400) sur une cellule de numération de volume déterminé : la cellule de Thoma (Cf. 
Figure 32). Pour faciliter le comptage, les images microscopiques réalisées (Caméra NIKON DSRi1) sont 
retraitées sur Photoshop (Cf. Figure 33) et le comptage est fait sur le logiciel Lucia G v4.60 (NIKON). Le 
calcul du nombre de cellules par mililitre de milieu est le suivant :  
610.4**
_
_][ dilution
carreauxNbre
celluleNbre
cellule =   Eq. 2 
 
Figure 32 : Schéma d'une cellule de Thoma et de son quadrillage 
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La dilution doit être adaptée pour un comptage d’au moins 300 cellules afin d’obtenir un 
dénombrement significatif. Deux types de comptage sont faits : un comptage des cellules totales (toutes les 
cellules y compris celles accolées) et un comptage des cellules isolées ou en amas (qui pourront être 
comparées au nombre de cellule cultivables). 
 
Figure 33 : Photographies de cellules de Cupriavidus necator sur cellule de Thoma (Observation en lumière blanche x400), 
chaque carré visible correspondant à 1/4000 mm3 (à gauche avant traitement, à droite après traitement automatisé sur 
Photoshop) 
II.2.5 Séparation des populations selon leur taux de PHA par centrifugation sur gradient 
discontinu de densité 
L’objectif est de séparer les cellules en croissance des cellules qui accumulent en deux à trois 
fractions. La masse volumique du PHB étant de l’ordre de 1,19 à 1,24 kg.L-1 (Williamson et Wilkinson 1958; 
Nickerson 1982) et celle des cellules de l’ordre de 1,1 kg.L-1 (Pedrosalio et al. 1985), les cellules ayant 
accumulé des PHA pourront être séparées par centrifugation sur gradient de densité. Le Percoll (GE 
HEALTHCARE BIO-SCIENCE AB, Sweden), composé de particules de gel de silice recouvertes de 
polyvinylpyrolidona, été choisi pour la fabrication du gradient car il permet de couvrir la gamme de densité 
voulue. Il est adapté à la séparation de cellules vivantes car il présente une faible osmolarité et peut être 
autoclavé à répétition. 
Le gradient discontinu est obtenu en juxtaposant plusieurs couches de solutions ayant des 
différences suffisantes de densités selon le principe présenté sur la Figure 36.  
 
 
Figure 34 : Schéma de principe, séparation en gradient discontinu, A-tube avant centrifugation, B-tube après centrifugation 
(Source http://pages.usherbrooke.ca/bcm-514-bl/5e.html Benoit Leblanc) 
 
Dans le cas présent, deux couches de 500 µL de densité de 1,13 (Percoll pur) et 1,08 (3 volumes de 
Percoll + 2,1 volumes de NaCl 0,15 M) sont déposées à l’aide d’une pipette dans des tubes eppendorf. Puis 
un échantillon de 200 µL de cellules lavées avec une solution de NaCl à 0,15 M est déposé en haut du 
gradient formé. Les tubes sont centrifugés à 800 g pendant 30 minutes dans une centrifugeuse à godets 
mobiles (rotor A-4-62 pour centrifugeuse 5810R EPPENDORF). 
A B 
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Figure 35 : Exemple de séparation des populations en fonction de leur densité sur le gradient discontinu développé 
II.3 ANALYSE DES GAZ EN SORTIE DU FERMENTEUR 
Selon le débit minimal accepté, deux types d’analyseurs ont été utilisés pour mesurer la composition 
des gaz à la sortie du fermenteur : 
- analyseur gaz INNOVA Airtech Instrument modèle 1313 fermentation monitor, équipé d’un 
multiplexeur modèle 1309 multipoint sampler (LUMASENSE TECHNOLOGIES A/S, Ballerup, Denmark). Le 
CO2 et les hydrocarbures totaux sont mesurés par spectroscopie photoacoustique et l’O2 par spectroscopie 
magnétoacoustique. 
- un spectromètre de masse PRIMA 600S, VG GAZ. 
III TRAITEMENT DES DONNEES EXPERIMENTALES 
III.1 GENERALITE SUR LES BILANS  
Le bilan de conservation dans le système est :  
Flux d’accumulation = Flux net de conversion + Flux net d’échange 
Soit pour une densité volumique e d’une grandeur extensive E : 
( ).
. .e e
d eV
r V V
dt
ϕ= + avec er  
vitesse nette de réaction de la grandeur e et eϕ  flux net d’échange de la grandeur e avec l’extérieur du 
système. 
 Bilan molaire 
Sur un système réactionnel dans lequel intervient n réactions avec m composés (Cj), les vitesses 
nettes de réaction sont obtenues par le produit entre le vecteur vitesse correspondant à chacune des 
réactions et la matrice stœchiométrique construite à partir des différents coefficients stœchiométriques 
(
i
C jα ) relatifs à chacune des n réactions. 
Soit l’ième  réaction s’effectuant à la vitesse ri 
m
i
C
i
C
r
k
i
C
i
C CCCC m
i
k
αααα ++→++ ............ 11 11  
Le système est défini par : 
 Le vecteur de concentrations molaires des m composés 1( ,  ... , )mC C C=
r
, 
 Le vecteur de densités volumiques de flux d’échange 1( ,  ... , )mϕ ϕ ϕ=
r
, 
 Le vecteur de vitesses nettes de conversion pour les m composés 1( ,  ... , )net net net mr r r=
r
, 
Cellules avec forte 
proportion de PHA 
Débris cellulaires ou 
cellules en croissance 
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 Le vecteur de vitesses de réaction pour les n réactions  1( ,  ... , )nr r r=r , 
 La matrice stœchiométrique 
n
Cm
n
Ck
n
C
j
C
j
Ck
j
C
CmCC
m
k
M
ααα
ααα
ααα
..
.....
..
.....
...
1
111
1
1
=  
Les vitesses nettes de conversion sont obtenues par le produit .netr r M=
r r
. Et l’équation bilan 
molaire pour un réacteur homogène s’écrit : VVMr
dt
CVd
...
).( ϕrr
r
+=  
III.2 TRAITEMENT DES GAZ 
III.2.1 Schéma du système considéré 
QG E (N2 G E, O2 G E, CO2 G E)
QG S (N2 G S, O2 G S, CO2 G S)
VG
VL
N2 L O2 L  CO2 L
HCO3 L CO3 L (O2 L E, CO2 L E , HCO3 L E , CO3 L E )
QL SQL E
(N2 L, O2 L , CO2 L, HCO3 L, CO3 L )
Pferm QG S (N2 G f, O2 G f, CO2 G f)
 
Figure 36 : Schéma du fermenteur avec les flux liquides, les flux gazeux et les concentrations considérées pour le traitement 
des gaz 
 
Avec  LV  volume de liquide dans le fermenteur en L 
GV  volume de ciel gazeux en Mole 
fermP  la surpression dans le fermenteur en Pa 
GT  la température de la phase gaz en K 
LT  la température de la phase liquide en K 
 G EQ  le flux de gaz entrant dans le fermenteur en Mole.h-1 
 G SQ  le flux de gaz sortant en Mole.h-1 
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 L EQ  le flux de liquide entrant dans le fermenteur en L.h-1 
 L SQ  le flux de sortant en L.h-1 
2   G EN , 2   G EO  et 2   G ECO  respectivement les fractions molaires d’azote, de dioxygène et 
de dioxyde de carbone dans le flux de gaz entrant dans le fermenteur 
2    G SN , 2    G SO  et 2    G SCO  respectivement les fractions molaires d’azote, de dioxygène et 
de dioxyde de carbone dans le flux de gaz sortant du fermenteur 
2    G fN , 2    G fO  et 2    G fCO  respectivement les fractions molaires d’azote, de dioxygène et 
de dioxyde de carbone dans le flux de gaz sortant de la phase liquide 
2    L EO , 2    L ECO , 3    L EHCO  et 3    L ECO  respectivement les concentrations (Mole.L-1) en 
dioxygène dissous et de dioxyde de carbone dissous, carbonates et bicarbonates dans le 
flux de liquide entrant 
2  LO , 2  LCO , 3  LHCO  et 3  LCO  respectivement les concentrations (Mole.L-1) en 
dioxygène dissous et de dioxyde de carbone dissous, carbonates et bicarbonates dans le 
flux de liquide sortant (et dans la phase liquide du fermenteur hypothèse d’homogénéité) 
En considérant pour les Fed-Batch le débit de liquide sortant QL S nul et pour les batchs les débits 
entrants QL  E et sortants QL S nuls. Le volume de ciel gazeux se calcule de la manière suivante :  
0 0
0
0
( )
. .
total L
G
G
atm ferm
V VV T T PV
T P P
−
=
+
+
 Eq. 3 
avec TotalV  le volume du fermenteur condenseur compris (en L), 0 22, 413996 /V L mol= dans les 
conditions normales de pression ( 0 101325P Pa= ) et de température ( 0 273,15T K= ), et atmP  la pression 
atmosphérique en Pa. 
III.2.2 Calcul du débit sortant 
 Bilan azote sur la phase liquide 
( )
LNLN
L VVr
dt
VNd
..
.
L  2L  2
L  2 ϕ+= , en négligeant la solubilité de l’azote dans la phase liquide et en 
considérant la non réactivité de l’azote moléculaire ( ( ) 0.L  2 ≈
dt
VNd L
 et 0
2
=LN
r ), il est déduit 0
2
≈LNϕ , 
soit  
 2     2    . . 0G G E G G fE SQ N Q N− ≈  soit  2    2   
 
 G G EE
G f
G S
Q N
N Q≈  
 Bilan azote sur la phase gaz 
( )
GN
G V
dt
VNd
.
.
G  2
G  2 ϕ=  soit ( )2  
 2    2   
.
.( )G G G G f G SS
d N V Q N N
dt
= −  
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 Débit sortant : 
( )2  
 2    
 
2    
.
.
G G
G G EE
G S
G S
d N VQ N
dtQ
N
−
=
 Eq. 4 
III.2.3 Vitesse de consommation d’oxygène 
 Calcul de la solubilité et de la constante de Henry 
La solubilité de l’oxygène de l’air 0C , exprimé en µmol O2.kg-1 , est calculée d’après l’algorithme de 
Benson et Krause 1984 :  
















+−−−+−+−= S
TTTTTT
C
LLLLLL
.
10.3631,2142,12020573,010.621061,810.243678,110.637149,610.572288,129996,135exp 2
3
4
11
3
10
2
75
0
 
Eq. 5 
avec S la salinité pratique (valeur de contrôle : 884225,3470 =C  pour T=273,15 et S=35) 
La constante de Henry OH  est calculée de la manière suivante : 2094,0
10. 60CH O =  avec 0,2094 
fraction molaire de l’oxygène dans l’air 
 
 Calcul de la vitesse de consommation d’oxygène 
D’après le bilan sur la phase liquide :  ( ) LOLOL VVrdt
VOd
..
.
L  2L  2
L  2 Φ+=  avec  
2 2   2      2 ( . - . )O L O L L E L E L S LV V Q O Q OϕΦ = + où 
2 2 2 2   2      2    .   ou  ( . - . )O L L O O O L G E G E G S G fV k a Grad V Q O Q Oϕ ϕ= =  Eq. 6 
 
1- Calcul de la fraction molaire d’O2 sortant du liquide d’après le bilan sur la phase gaz : 
( )2   
2    2    
  
.1 G S G
G f G S
G S
d O V
O OQ dt= +   Eq. 7 
 
2- si la mesure de l’oxygène dissous ( 2pO ) est disponible, le calcul de la vitesse de 
consommation d’oxygène est immédiat : 
( ) ( )
E  L  2  L  2 EG   2 S   2 
SG    2L  2
...
..
.
 2
OQOQOQOQ
dt
VOd
dt
VOd
Vr ELSLEGGSG
GL
LO
−+−++=  Eq. 8 
Avec absL POHpOO ... E  202  2 =  et 
atm
fermatm
abs P
PP
P
+
=  
Dans ce cas il est également possible de calculer le coefficient de transfert d’oxygène : 
2
  2     2    
2
( . . )G E G E G S G f
L O
O
Q O Q O
k a
Grad
−
=
  Eq. 9 
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avec 
)
.
.ln(
).(
  2
*
  2
*
**
2
LOf
LOE
OfE
O
OHpO
OHpO
HpOpO
Grad
−
−
−
=  (hypothèse d’écoulement piston des bulles dans le 
réacteur) et absE POpO .E  2* = , * 2  .f G S abspO O P=  
III.2.4 Vitesse de production de dioxyde de carbone 
III.2.4.1 Calcul de la solubilité et des équilibres entre CO2 dissous et carbonates 
 Description des équilibres : 
L’équilibre 2 2 LGCO CO⇔  obéit à la loi de Henry : 22 L 0. COCO K p=  
Le dioxyde de carbone dissous ( 2 LCO ) est un diacide qui se dissocie en ions hydrogénocarbonates 
( 3HCO− ) puis en carbonates ( 23CO − ) : 2 L 2 3CO H O HCO H− ++ ⇔ +  puis 23 3HCO CO H− − +⇔ +  
Les constantes d’équilibres correspondantes sont : 3 1
2 L
.LHCO HK
CO
= et 3 2
3 
.L
L
CO HK
HCO
=  
 
 Algorithmes de calcul des constantes d’équilibre 
( )2-4 -70 9345,17  exp - 60, 2409 23,3585. 0,023517 - 2,3656. 10 . 4,7036. 10 . .100L L LL
TK Ln T T S
T
  
= + + +  
  
(Weiss 1974) Eq. 10 
2
1
3633,86
  10 ^ ( 61, 2172 9,6777. ( ) 0,011555. 0,0001152 . )L
L
K Ln T S S
T
= − + − + −  (Lueker et al. 1999) Eq. 11 
2
2
471,78
  10 ^ (- - 25,929 3,16967. ( )  0,01781. - 0.0001122. )L
L
K Ln T S S
T
= + +  (Lueker et al. 1999) Eq. 12 
 
 Calcul des rapports de chaque forme en solution par rapport au CO2 total en solution 
2
2 
2
2  1 1 2
  
.  .
L
L TOTAL
CO H
CO H K H K K
=
+ +
  Eq. 13 
3 1
2
2  1 1 2
.
 
.  .
L
L TOTAL
HCO K H
CO H K H K K
=
+ +
  Eq. 14 
3 1 2
2
2  1 1 2
.
 
.  .
L
L TOTAL
CO K K
CO H K H K K
=
+ +
  Eq. 15 
Avec 22  2 3 3=L TOTAL LCO CO HCO CO
− −+ +  et  -pHH = 10  
III.2.4.2 Calcul de la vitesse de consommation de dioxyde de carbone 
D’après le bilan sur la phase liquide : ( ) LCOLCOL VVrdt
VCOd
..
.
L  2 2
TOTAL L  2 Φ+=  avec  
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2 2   2       2  
( . - . )CO L CO L L E L TOTAL E L S L TOTALV V Q CO Q COϕΦ = + où 
2 2 2 2   2      2    
.   ou  ( . - . )CO L L CO CO CO L G E G E G S G fV k a Grad V Q CO Q COϕ ϕ= =  
 
1- Calcul de la fraction molaire de CO2 sortant du liquide d’après le bilan sur la phase gaz : 
( )2   
2    2    
  
.1 G S G
G f G S
G S
d CO V
CO COQ dt= +  Eq. 16 
 
2- Calcul du flux transféré gaz-liquide : 2   2       2   ( . - . )CO L G E G E G S G fV Q CO Q COϕ =  Eq. 17 
3- Calcul du gradient de transfert gaz-liquide : 2
2
2
.
CO L
CO
L CO
V
Grad
k a
ϕ
=  avec un 
2L COk a estimé égal au 
2L Ok a  
4- Calcul du dioxyde de carbone dissous :  
)
.
.ln(
).(
  2
*
  2
*
**
2
LOf
LOE
OfE
CO
COKpCO
COKpCO
KpCOpCO
Grad
−
−
−
=  (Hypothèse d’écoulement piston des bulles) 
où absE PCOpCO .EG   2
*
= , 
*
2  .f G S abspCO CO P=  et 
atm
fatm
abs P
PP
P
+
=  
soit 
)*)(exp(1(
)*)*)(exp(*(
2
**
*
2
**
*
2
CO
Ofe
Of
CO
Ofe
Oe
L
Grad
KpCOpCO
KpCO
Grad
KpCOpCO
KpCO
CO
−
−
−
−
=
 Eq. 18 
5- Calcul du CO2 total en solution : 
2
2 1 1 2
2  2
( .  . )L
L TOTAL
CO H K H K KCO
H
+ +
=
 Eq. 19 
 
6- Calcul de la vitesse de production de dioxyde de carbone : 
( )
LCO
L
LCO
V
dt
VCOd
Vr .
.
.
L  2 2
TOTAL L  2 Φ−=  
( )
2 2
2  L TOTAL
  2       2  
.
. . .
L
CO L CO L L E L TOTAL E L S L TOTAL
d CO V
r V V Q CO Q CO
dt
ϕ= − − +
   Eq. 20 
III.2.5 Coefficient respiratoire 
Le cœfficient respiratoire (QR) est le rapport entre la production de dioxyde de carbone et la 
consommation de dioxygène : 2
2
CO
O
rQR
r
=  Eq. 21 
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III.3 CALCUL DES VITESSES POUR LES COMPOSES EN SOLUTION 
VL
Xr
S(SE)
QL SQL E
(S, Xr , PHA)PHA
 
Figure 37 : Schéma du fermenteur avec les flux liquides et les concentrations considérées pour le calcul des vitesses des 
composés en solution 
 
De manière générale, pour un composé en solution i (en Cmole.L-1), le bilan matière sur la phase 
liquide s’écrira : 
 E  S
( . )
. . .
L
i L L E L
d iV
r V Q i Q i
dt
= + − (Eq. 22) avec Ei  la concentration du composé i en entrée et 
i  la concentration dans le flux de liquide sortant (et dans la phase liquide du fermenteur hypothèse 
d’homogénéité). Les vitesses de consommation et de production de chaque composé en solution dans le 
fermenteur sont ainsi calculées. Le système est supposé homogène (densité volumique identique dans 
toutes les phases (liquide et biomasse) 
Vitesse de production nette de la biomasse résiduelle Xr : 
( )
dt
VXrdXrQVr LLLXr
.
.. S  +=  Eq. 23 
Vitesse de production nette des PHA :  
( )
dt
VPHAdPHAQVr LLLPHA
.
.. S  +=   Eq. 24 
Vitesse de consommation nette du substrat S : 
( ) SQSQ
dt
VSdVr LELLLS ..
.
. S  E  +−=   Eq. 25 
Les vitesses de réaction font référence au volume total du réacteur (Cmole.L-1.h-1). Elles sont 
équivalentes à des productivités volumiques et permettent donc de qualifier les performances du réacteur. 
Il est possible de ramener ces vitesses de réactions à la quantité de biomasse résiduelle, ce sont les 
vitesses spécifiques de réaction ii
rq
Xr
=  en Cmole.Cmole-1.h-1, qui permettent de caractériser les capacités 
du micro-organisme. La vitesse spécifique de production de biomasse est appelée taux de croissance et est 
notée µ. 
 Spécificités des calculs concernant les cultures discontinues alimentées (Fed-Batch) 
Pour interpréter les mesures, il faut tenir compte des effets de dilution liés à l’ajout de substrats, des 
prélèvements qui ne modifient pas les concentrations mais qui doivent être intégrés dans la valeur absolue 
du volume. Pour simplifier les calculs, les grandeurs massiques de biomasse totale produite (
 Xr produiteM ), de 
PHA total produit (
 PHA produitM ) et de substrat total consommé (  S consoM ) sont recalculées afin de ramener 
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leurs évolutions à celles équivalentes pour une culture discontinue. Avec 
 m ir  vitesse nette de réaction du 
composé i en Cmole.h-1 soit 
 
.m i i Lr r V=  et  
( )i
m i
d M
r
dt
= .
 
 
0
( ). ( ) ( ). ( )
t
Xr produite L prel
t
M Xr t V t Xr t V t
=
= +∑  Eq. 26 et   
 
( )Xr produite
m Xr
d M
r
dt
=  Eq. 27 
 
0
( ). ( ) ( ). ( )
t
PHA produit L prel
t
M PHA t V t PHA t V t
=
= +∑  Eq. 28    et  
 
( )PHA produit
m PHA
d M
r
dt
=  Eq. 29 
 
0
( ) ( 0)
. ( ). ( ) ( ). ( )
1000. .
t
S S
S conso E L prel
tS S
m t m tM S S t V t S t V t
MMρ
=
− =
= − −∑  Eq. 30  et  
 
( )S produit
m S
d M
r
dt
=  Eq. 31 
avec Sm  la masse de solution de substrat en g et Sρ  masse volumique en kg.L-1 de la solution de 
substrat. 
 
Le volume à chaque instant t est recalculé à partir du volume initial (
0  L t
V ) auquel sont ajoutés le 
volume de solution d’ammoniaque utilisé pour la régulation du pH ( NV ), le volume d’eau ( eauV )  présent 
dans le volume de substrat apporté ( SV ) et le volume représenté par la biomasse et les produits 
intracellulaires ( Xr PHAV + ) et est retranché le volume total de prélèvement 
0
( )
t
prel
t
V t
=
 
 
 
∑  : 
0
( ) ( 0) ( ) ( ) ( ) ( )
t
L L N eau Xr PHA prel
t
V t V t V t V t V t V t+
=
= = + + + −∑  Eq. 32 
Avec 
( ) ( 0)( )
1000.
N N
N
N
m t m tV t
ρ
− =
= , 
( )( ) (1000. )
1000.
S
eau S E
eau
V tV t Sρ
ρ
= − , 
,
( ). .( )
1000.
S E S Xr PHA
Xr PHA
Xr PHA
V t S Y
V t
ρ
+
+
+
= , 
( ) ( 0)( )
1000.
S S
S
S
m t m tV t
ρ
− =
=  
avec Nρ , masse volumique en kg.L-1 de la solution d’ammoniaque, Sρ  celle de la solution 
de substrat, eauρ  celle de l’eau et Xr PHAρ +  celle de la biomasse avec PHA 
avec Nm  la masse de la solution d’ammoniaque en g 
et avec 
,S Xr PHAY + le rendement en biomasse plus PHA par rapport au substrat en g.g
-1
 
 
Les différentes données (
 Xr produiteM ,  PHA produitM ,  S consoM , 2 COmr  et 2 Omr ) sont ensuite traitées 
avec le logiciel Lirec. Ce logiciel développé au Laboratoire, permet de lisser, dériver et réconcilier les 
données pour calculer les vitesses de réaction vérifiant à chaque temps la conservation des éléments via les 
bilans élémentaires décrits dans la partie suivante. 
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III.4 BILANS ELEMENTAIRES 
La notion de bilan peut également s’appliquer à chaque élément constitutif des composés 
intervenant dans la réaction biologique. Dans ce cas, le nombre d’éléments pris en compte est restreint 
puisque le carbone, l’azote, l’oxygène et l’hydrogène décrivent environ 95% des systèmes organiques 
biologiques. Dans certains cas, il est possible d’ajouter le phosphore et le soufre. 
La matrice élémentaire pour la Cmole (de formule brute N
jC
O
jC
H
jC
NOCH
εεε
) des composés jC  est : 
1 1 1
1
. . . .
1
. . . .
1
j j j
m m m
H O N
C C C
H O N
C C C
H O N
C C C
C H O N
E
ε ε ε
ε ε ε
ε ε ε
=  
Il est possible d’écrire les équations bilan sur les éléments constitutifs des composés : 
( ).
. . .
d C E
r M E E
dt
ϕ= +
r
rr
  
avec, 
( ).d C E
dt
r
 qui représente le flux d’accumulation de la densité volumique des éléments k et 
. .r M E
r
 qui représente les vitesses nettes de conversion des éléments (nulle pour les systèmes 
biologiques), 
( ).
. . .
d C E
r M E E
dt
ϕ= +
r
rr
 qui représente le flux de densité volumique d’échange avec 
l’extérieur. 
Pour un système fermé, . . 0r M E =r  soit 0........
11
=++++ iCm
i
Ci
i
C mj
rrr εεε  pour une analyse 
instantanée ou sur 
0
. . . 0
tf
t
r M E dt =∫
r
 en intégrant les vitesses sur un intervalle de temps, c'est-à-dire 
[ ] 0.... 0
0
==∫
tf
t
tf
t
ECdtEMr
rr
, il est obtenu pour chacun des éléments Cj : 
( ) ( ) ( ) 0.......
111 =−++−++−
i
C
ini
m
fin
m
i
C
ini
j
fin
j
i
C
inifin
mj CCCCCC εεε  Eq. 33 
III.4.1 Bilan carbone 
L’équation bilan carbone sur les vitesses est : 0........
11
=++++ CCm
C
Ci
C
C mj
rrr εεε  avec 1. =CC jε  
pour les composés carbonés et 0. =CC jε  pour les autres. Ce qui équivaut, pour notre système biologique 
décrit par la matrice élémentaire présentée Figure 38, a : 
2Pr
0Acet op But Xr PHB PHV COr r r r r r r+ + + + + + =  Eq. 34 
Partie II :  Matériel et Méthodes 
 
 
 
Document confidentiel   67 
Le bilan carbone s’écrit aussi ( ) 0
1
=−∑
=
m
j
ini
j
fin
j CC  
III.4.2 Bilan élémentaire généralisé ou bilan redox 
Si des variables ne sont pas mesurables, il est possible d’effectuer un bilan élémentaire global sur 
l’ensemble des éléments. Pour ce faire, chacune des équations du bilan élémentaire est multipliée par un 
facteur arbitraire relatif à l’élément (λi) : 0......... 11 =++
i
Cmi
i
Ci mrr ελελ  
En sommant sur tous les k éléments, l’équation suivante est obtenue : 
( ) 0.......
1
1 1 =++∑
=
k
i
i
Cmi
i
Ci mrr ελελ  soit 11 1 1( . ) ... ( . ) 0m
k k
i i
i C m i Ci i
r rλ ε λ ε
= =
Σ + + Σ =  
Par définition le terme ( )∑
=
k
i
i
Ci j
1
.ελ  est appelé coefficient de degré de réduction généralisé associé 
au composé Cj que l’on désigne par la lettre γ. Le bilan élémentaire généralisé s’écrit sous la forme : 
( ) 0.
1
=∑
=
m
j
jjr γ  Eq. 35 avec ( )∑
=
=
k
i
i
Cjij
1
'
.ελγ  Eq. 36. 
Ainsi pour un composé dont la concentration est inconnue, il est possible de l’éliminer de l’équation 
bilan élémentaire généralisé en annulant son degré de réduction généralisé γ. Avec k le nombre d’éléments 
considérés, k-1 composés ayant un degré de réduction différent peuvent être éliminés du bilan élémentaire 
en prenant pour les valeurs de λ, les solutions du système d’équations annulant les degrés de réduction 
retenus. Dans notre cas, sont éliminés l’eau, le CO2 et la source d’azote soit :  
γH2O = 2.λH + λO =0 , γCO2 = λC + 2.λO =0, γazote = λN + 3.λH =0 
soit avec λH = 1 (valeur arbitraire), nous obtenons λC = 4, λO = -2, et λN = -3 
Ce qui permet de calculer le degré de réduction généralisé γ de chaque autre composé Cj de 
formule brute N
jC
O
jC
H
jC
NOCH
εεε  : ( ) NCNOCOHCHC
k
i
i
Cjij JJJ ελελελλελγ ....
1
' +++== ∑
=
. Les valeurs 
appliquées à notre système sont résumées sur la Figure 38. 
III.4.3 Utilisation des équations bilan élémentaires 
En vérifiant si ces bilans sont bouclés (si tous les composés sont dosés), cela permet de savoir si les 
mesures effectuées sont correctes. D’autre part, en prenant ces derniers comme vérifiés, il est possible 
d’estimer des mesures entachées d’une erreur ou des valeurs pour des grandeurs non mesurées. Il est 
notamment possible de retrouver le degré de réduction d’un composé non ou mal mesuré : 
C
glob
∆
∆
=γ  avec pour le bilan carbone ( ) Cm
j
jr ∆=∑
=1
 et pour le bilan redox ( ) globm
j
jjr ∆=∑
=1
.γ  
Le tableau suivant reprend la matrice élémentaire du système considéré dans cette étude, les 
masses de la Cmole ainsi que le degré de réduction de chaque composé. 
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1( . )
A. Acétique 1 2 1 0 30,03 4,00
Substrats Carbonés A. Propionique 1 2 0,67 0 24,69 4,67
A. Butyrique 1 2 0,5 0 22,03 5,00
Accepteur externe d'électrons Dioxygène 0 0 2 0 32,00 4,00
Source d'azote Ammoniaque 0 3 0 1 17,
C H O N MM g Cmole γ−
−
*
03 0
Biomasse 1 1,77 0,44 0,25 25,35 4,14
PHB 1 1,50 0,50 0 21,52 4,50
Pr oduits PHV 1 1,60 0,40 0 20,02 4,80
Dioxyde de Carbone 1 0 2 0 44,01 0
eau 0 2 1 0 18,02 0
 
Figure 38 : Matrice élémentaire du système réactionnel considéré ainsi que la masse de la Cmole (MM en g.Cmole-1) et le degré 
de réduction généralisé de chaque composé (*le pourcentage de cendres associé est de 4%) 
III.5 RENDEMENTS 
Les rendements instantanés sont à l’instant t, le rapport entre la vitesse de production du composé 
j et la vitesse de consommation du substrat : 
,
jt
S j
S
r
R
r
=  en Cmole.Cmole-1 Eq. 37  
 
Les rendements globaux sont égaux aux rapports entre quantités produites du composé j et 
quantités de substrat consommés sur un intervalle de temps donné (t2-t1) : 
2
1
, 2
1
.
.
t
j
t
S j t
S
t
r dt
R
r dt
=
∫
∫
 en Cmole.Cmole-1, dans le cas d’un réacteur fermé : 2 1
,
2 1
t t
S j
t t
j jR
S S
−
=
−
 Eq. 38 
 
Les rendements théoriques limites 
iCS
Y
,
 permettent de définir le rendement maximum de 
production d’un composé iC qui serait obtenu si aucun autre co-produit n’avait été formé. Cela correspond 
aux coefficients stœchiométriques des réactions de productions lorsque la production d’un composé 
organique unique est considérée : 
Pour la production de biomasse : 
1
2 2 2
1 1 1 1 1
, 2 , , 2 , 2 ,1. . . . . .
q
S O S X S CO S H O S EnergieSubstrat Y O Y Biomasse Y CO Y H O Y Energie+ ⇒ + + +  
Pour la production de PHA : 
2
2 2 2
2 2 2 2 2
, 2 , , 2 , 2 ,1. . . . . .
q
S O S PHA S CO S H O S EnergieSubstrat Y O Y PHA Y CO Y H O Y Energie+ ⇒ + + +  
Ces rendements théoriques limites sont calculés grâce au logiciel de modélisation des flux 
développé au laboratoire. Son fonctionnement est détaillé dans la Partie II - I IV p.72. 
 
Au cours des expérimentations, il est possible de calculer un rendement limite expérimental. Il 
existe deux possibilités : 
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- pour les phases de cultures bien dissociées où le co-produit était quasi inexistant, celui-ci a été 
calculé de la manière suivante : 
produitproduit
produit
XS COXr
Xr
Y
2
,
exp
+
=
 Eq. 39 pour la phase de croissance 
et 
produitproduit
produit
PHAS COPHA
PHA
Y
2
,
exp
+
=  Eq. 40 pour la phase de production de PHA 
- pour les phases de cultures alliant croissance et production de PHA, le rendement théorique 
limite de production de PHA a été calculé en utilisant le rendement théorique limite de production 
de biomasse XSY ,  issus de la modélisation avec : 
,
,
exp produitS PHA
produit
consommé
S X
PHA
Y Xr
S
Y
=
−
   Eq. 41 
III.6 CLASSIFICATION POUR LA CARACTERISATION DES ETATS PHYSIOLOGIQUES 
La classification pour la caractérisation des états physiologiques est un traitement mathématique des 
données issues de l’acquisition en ligne et hors ligne durant une culture. Cet ensemble de procédés 
mathématiques a été développé au laboratoire sous forme d’une application Matlab. 
L’analyse consiste à réaliser, après filtrage des données, une catégorisation des temps de culture 
sur la base des données disponibles. Une sélection des signaux pertinents peut également être effectuée 
par analyse de leur redondance ou de leur singularité. En regroupant les données en classes puis en 
clusters, il est possible de caractériser des événements de grande similitude lors de la culture : distinguer 
des phases, des transitions entre phases, des perturbations pendant une phase apparemment stable. Ces 
distinctions d’événements peuvent ainsi être confrontées à des analyses biochimiques et valident les plages 
horaires expérimentales caractéristiques d’un comportement cinétique homogène. 
III.6.1 Filtrage, normalisation et pondération 
Afin de s’affranchir du bruit inhérent aux capteurs, à l’acquisition ou pour les variables estimées à la 
discrétisation de l’acquisition, les signaux sont ébarbés de leurs valeurs non significatives. Les signaux ainsi 
filtrés sont dérivés. Les signaux équivalents à un flux (de réaction ou d’échange) sont normalisés par une 
grandeur caractéristique du niveau d’avancement de la réaction (ici, la quantité de dioxyde de carbone 
produite). Par la suite, chacun des signaux est normé par la différence entre sa valeur maximale et sa valeur 
minimale sur l’ensemble de la culture. Ceci afin d’effectuer une classification indépendante du poids relatif 
de chacun d’eux.  
III.6.2 Regroupement en classes 
La classification utilisée est une Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) en imposant le 
nombre de classes. Dans une classification hiérarchique, pour un niveau donné, deux éléments peuvent être 
confondus dans une même classe, alors qu’à un niveau supérieur de détail, ils seront distingués et seront 
placés dans deux sous-groupes distincts. La CAH est une méthode itérative fondée sur des regroupements 
progressifs. Le résultat obtenu peut se représenter sous la forme d’un dendrogramme (Cf. Figure 39). 
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Figure 39 : Dendrogramme issu d’une classification ascendante hiérarchique des temps d’acquisition d’une culture selon les 
différents signaux. 
 Indice de similarité entre deux temps de culture 
La distance de Minkowski d’ordre 4 est retenue comme critère de comparaison des temps de culture 
kt et lt pour lesquels les valeurs des m signaux sélectionnés sont respectivement kS  et lS avec p=4 
p
m
i
p
lklkMI SSttD
/1
1
)/( 





−= ∑
=
. 
 Critère de regroupement des temps de culture en classes 
Il s’agit de trouver la meilleure partition de classes sur un critère de regroupement des différents 
temps dans chacune des classes. Dans la mesure où l’intérêt est d’obtenir les classes les plus homogènes 
possibles tout en ayant des classes les plus éloignées les unes des autres, le critère d’agrégation le mieux 
adapté est le critère de Ward. La méthode de Ward consiste à choisir à chaque étape le regroupement de 
classes tel que l’augmentation de l’inertie intraclasse, utilisée comme indice de niveau, soit minimale. 
 Réduction des signaux 
La pertinence de l’information est analysée via la matrice des coefficients de corrélation entre la 
valeur moyenne des signaux pour chacune des classes et via la valeur de l’écart-type calculé sur l’ensemble 
des classes (Cf. Figure 40). Un traitement récursif permet ensuite d’éliminer les signaux redondants 
(coefficient de corrélation fixé à 0,9) et les signaux non discriminatifs (écart-type fixé à 0,1). 
 
Figure 40 : Matrice de corrélation entre la valeur moyenne des signaux pour chacune des classes (gauche) et écart-type pour 
l’ensemble des signaux par classe (droite). 
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 Matrice de similitude 
La matrice de similitude permet de vérifier qu’il n’existe pas de conflits de classification entre les 
classes constituées. Ainsi selon le coefficient de similitude et le critère de regroupement retenus, et selon 
l’information sélectionnée, des classes homogènes et différenciées sont obtenues (Cf. Figure 41). L’objectif 
est de tendre vers un gradient continu décroissant du coefficient de similitude partant de la diagonale vers 
l’origine. 
 
Figure 41 : Matrice de similitude avant sélection des signaux (gauche) et après sélection des signaux (droite). L’échelle 
colorée indique le degré de similitude (0,1 -blanc- à 0,9 -rouge-) pour les temps de culture pris deux à deux. 
III.6.3 Regroupement en clusters 
Pour rechercher au travers de la classification les comportements physiologiques et/ou cinétiques, il 
est nécessaire de regrouper les classes en clusters. Cette seconde classification est réalisée à partir des 
valeurs moyennes par classe des différents signaux. Le nombre de clusters est fixé par l’utilisateur. La 
visualisation présentée sur la Figure 42 montre la distance existant entre chacune des classes et le 
regroupement en cluster pouvant être fait. 
 
Figure 42 : Visualisation des regroupements des classes en clusters 
Partie II :  Matériel et Méthodes 
 
 
 
Document confidentiel   72 
IV MODELISATION DES FLUX 
La modélisation des flux sous Excel a été développée par Jean-Louis Uribelarrea. Le descripteur 
métabolique a été modifié et implémenté pour Cupriavidus necator notamment selon les voies métaboliques 
présentées dans la Partie I - I IV. 
Ce descripteur permet d’évaluer les différents rendements limites sur la base d’une conservation du 
carbone, de la contrainte de génération et régénération des co-enzymes ainsi que des demandes 
énergétiques. Le métabolisme de Cupriavidus necator n’étant pas encore parfaitement connu, plusieurs 
scénarios ont été testés afin de couvrir l’ensemble des solutions possibles. Les résultats obtenus sont 
essentiellement présentés dans la Partie III - III p.125. 
IV.1 DESCRIPTEUR ANABOLIQUE 
Il est constitué de 53 réactions regroupant l’ensemble des voies conduisant aux différents 
constituants macromoléculaires de la biomasse à partir de 28 intermédiaires métaboliques clés. Ainsi, selon 
la composition élémentaire de la biomasse, il est possible de réajuster les fractions massiques des 
constituants cellulaires et la demande (en carbone, énergie et co-enzymes) de ces voies anaboliques. 
L’ensemble des réactions considérées est décrit dans l’Annexe 1. 
IV.2 DESCRIPTEUR CATABOLIQUE 
Il est constitué d’un descripteur des voies cataboliques des substrats étudiés et des voies de 
biosynthèse des PHA (64 réactions, 52 intermédiaires métaboliques), décrites dans les Annexes 2 à 8. Le 
descripteur catabolique et les flux associés peuvent être visualisés sous forme schématique grâce à 
l’interface présentée sur la Figure 43. 
IV.3 RESOLUTION 
Le descripteur complet traité comme un système linéaire permet d’évaluer l’ensemble des flux 
matières intracellulaires des réactions mises en œuvre. La résolution remplie les conditions suivantes : le 
flux d’accumulation intracellulaire de chaque intermédiaire doit être nul, sur les variables abiotiques, l’écart 
entre le flux expérimental et le flux échangé calculé doit être minimisé. D’autres contraintes spécifiques 
peuvent être ajoutées comme un rendement carbone, un rendement énergétique maximal, un rapport entre 
deux flux… 
De manière générale, la démarche est la suivante : 
- à partir des valeurs expérimentales de rendements correspondant à une phase de croissance 
seule, le rendement énergétique de production de biomasseYATP,X est évalué. Ce rendement 
tient compte de l’ensemble des demandes énergétiques difficilement modélisable (transports 
ionique, maintien des gradients et de l’homéostasie cellulaire) 
- en faisant l’hypothèse de la conservation de ce rendement énergétique, il est possible d’évaluer 
les rendements théoriques limites de conversion du carbone en biomasse YS,X pour d’autres 
substrats (seul ou en mélange). 
- indépendamment de toute valeur expérimentale, il est possible d’obtenir un rendement théorique 
limite de conversion des substrats en PHA (YS,PHA). Il correspond à la quantité maximale de 
produit pouvant être obtenue sous contrainte métabolique des voies identifiées, de l’énergétique 
requise et de la demande en co-enzymes. 
- confronté aux valeurs expérimentales, le modèle est corrigé, implémenté, et sert pour la 
compréhension des phénomènes mis en jeu lors des cultures, notamment en conditions de 
consommation de substrats en mélange et de synthèse de différents produits (biomasse, PHB, 
PHV). 
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Figure 43 : Interface de visualisation des flux sous Excel (valeurs en µmole.gXr-1.h-1) 
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Partie III : Résultats et Discussion 
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PARTIE III - RESULTATS ET DISCUSSION
Partie III – I.   Quantification macroscopique de l’ensemble des cultures réalisées en Bioréacteur 
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I INTRODUCTION 
Dans cette partie, sera décrit l’ensemble des expérimentations qui serviront ultérieurement à une 
analyse cinétique et à une étude métabolique globales développées dans les parties suivantes. Les mises 
en œuvre spécifiques ainsi que les résultats bruts seront présentés. 
Les cultures réalisées sont de type discontinu alimenté (Fed-batch) ou continu. En effet, les cultures 
de type discontinu (Batch) ne sont pas envisageables avec de fortes concentrations en substrats inhibiteurs 
comme le sont les acides organiques étudiés. 
Les cultures de type Fed-Batch permettent, par un apport contrôlé de la source de carbone, de 
s’affranchir des effets inhibiteurs des acides organiques en maintenant leurs concentrations résiduelles en 
deçà de valeurs critiques tout en obtenant des titres en produits suffisamment élevés pour une quantification 
fiable (concentrations élevées). Ce type de conduite permet également d’induire des changements de 
métabolisme par la mise place d’une limitation nutritionnelle. Le Fed-Batch permet ainsi d’étudier les 
dynamiques de croissance et de production de PHA, et de déterminer les capacités maximales de la souche 
tout en bénéficiant de l’historique cellulaire des évènements vécus par les micro-organismes. Ainsi il est 
possible d’aller aux limites de l’accumulation et de travailler à taux de croissance nul (carence). De plus, 
l’accumulation de PHA étant liée à des taux de division faibles, son exploration via des procédés continus 
engendrerait des temps de stabilisation très long avant le renouvellement du contenu cellulaire et ne 
présente pas une flexibilité suffisante. 
Les objectifs des cultures Fed-Batch sont les suivants : 
- calculer des paramètres cinétiques maximaux hors limitation et hors inhibition 
- établir les stœchiométries 
- étudier le système à de forts taux d’accumulation en PHA 
- étudier l’impact de la limitation nutritionnelle ou de l’accumulation sur le taux de croissance 
et sur la production de PHA 
- explorer les mécanismes contrôlant la production de PHB-co-HV, polymère ayant un 
intérêt industriel plus important que le PHB grâce à ses propriétés mécaniques 
A contrario, la culture continue présente l’avantage de s’affranchir de cet historique cellulaire et de 
stabiliser le micro-organisme dans un métabolisme choisi. Ainsi l’étude de régimes transitoires induits par 
des perturbations contrôlées pourra être effectuée en oblitérant tout effet cumulatif dû aux perturbations 
précédentes. Ce type d’étude permet de qualifier et de quantifier les effets des substrats apportés en excès 
(via des ajouts ponctuels quantifiés) que ce soit des effets inhibiteurs ou des effets antagonistes entre les 
substrats. 
II CULTURES DISCONTINUES ALIMENTEES (OU FED-BATCH) 
II.1 CULTURES AVEC UN SUBSTRAT UNIQUE (CULTURES A - F) 
Les cultures ont été réalisées en deux ou trois phases : 
- Phase 1 : croissance non limitée en phosphore afin d’atteindre un objectif de concentration 
en biomasse suffisamment élevée afin d’améliorer la quantification de la production 
- Phase 2 (facultative) : production de PHB avec un apport limitant en phosphore qui favorise 
la production de PHB en assurant un potentiel de croissance à taux de croissance inférieur 
au taux de croissance maximal de la souche 
- Phase 3 : production de PHB sans apport de phosphore 
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II.1.1 Conduite des cultures 
Six cultures de type de Fed-Batch seront présentées, deux par substrats carbonés étudiées : les 
cultures A et B sur acide butyrique, les cultures C et D sur acide propionique et les cultures E et F sur acide 
acétique. Les cultures A et E sont issus d’expérimentations réalisées par E. Blanchet fin 2007-début 2008 
dans un travail préliminaire au lancement des travaux de thèse. 
Les différentes stratégies d’alimentation en carbone et phosphore employées au cours des Fed-
Batch sont décrites dans les paragraphes suivants. Un récapitulatif est présenté dans le Tableau 27. 
 Stratégies d’alimentation en phosphore : 
La quantité de phosphore dans le milieu initial est prévue, selon les cultures, pour produire 1 à 
1,6 g.L-1 de biomasse résiduelle. Aucune alimentation en phosphore n’a été réalisée pour les cultures A, C et 
E. Pour les cultures B, D et F, après épuisement du phosphore initial, une alimentation limitante en 
phosphore est effectuée durant 30 heures avec un ratio molaire Phosphore sur Carbone (P/C) constant, 
respectivement de 10.10-4, 6.10-4 et 5.10-4 Cmole.Mole-1. Au-delà, la culture est réalisée sous régime 
carencé en phosphore. 
Le rapport Phosphore sur Carbone à appliquer a été calculé pour assurer une vitesse spécifique de 
production de PHA maximale correspondante à un taux de croissance de 0,05-0,06 h-1 (Aragao 1996). Ainsi 
d’après le bilan matière appliqué au phosphore : 
ELP PQVrdt
VdP
dt
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PVd
E 
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Soit en égalisant les deux équations (42 et 43), le rapport P/C à appliquer en entrée du fermenteur 
est le suivant : 


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
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==
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XrP
E
E
R
q
R
µR
µ
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/
 Eq. 44 
Les valeurs de µ , PHAq , XrPR , , XrSR , et PHASR ,  ayant été définies d’après les données d’Aragao 
1996 puis implémentées au fur et à mesure des expérimentations. 
 Stratégies d’alimentation en carbone : 
Pour déterminer les vitesses maximales de croissance et de production de PHA sur substrat simple, 
trois Fed-Batch (A, C, E) ont été conduits avec des concentrations non limitantes en carbone. La culture 
E a été alimentée avec une commande auto-adaptative (Granger 1992) : après observation d’une remontée 
de la pression partielle en oxygène dissous (pO2) indiquant une limitation en substrat (non liée aux 
modifications des conditions d'aération et d'agitation), l’actionneur remet le système dans un état initial 
connu en ajoutant une quantité définie supposée non inhibitrice d’après la littérature (Cf. Figure 44). Cette 
commande simple impose néanmoins toujours un régime transitoire fortement perturbé surtout dans le cas 
des acides organiques qui sont potentiellement inhibiteurs. Ainsi pour les cultures suivantes (A et C), une 
commande séquentielle (Granger 1992) a été appliquée afin d’avoir un système moins perturbé : il s’agit 
d’imposer une succession de débits constants calculés et réajustés selon la demande biologique grâce à un 
calcul spécifique basé sur l’analyse cinétique de consommation du substrat lors du cycle d’apport antérieur 
(Cf. Figure 45). 
Pour ces trois cultures les concentrations résiduelles sont respectivement comprises entre 0 et 3 g.L-
1
 d’acide butyrique pour la culture A (à l’exception de la fin de culture où la commande a dérivé entrainant 
des concentrations résiduelle allant jusqu’à 10 g.L-1), entre 0 et 2,5 g.L-1 d’acide propionique pour la culture 
C et entre 0 et 3 g.L-1 d’acide acétique pour la culture E. 
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Figure 44 : Exemple de la commande adaptative réalisée lors de la culture E, les flèches rouges indiquent l'ajout par pulse 
d'acide acétique suite à une remontée de la pO2 indiquant un épuisement du substrat. 
 
pO2 Acide Acétique
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Figure 45 : Exemple de la commande séquentielle réalisée lors de la culture A (Acide Butyrique) 
 
Pour les cultures B, D, F, des conditions d’alimentation limitantes en carbone ont été fixées, avec le 
choix d’un débit exponentiel pendant la phase de croissance (Cf. Figure 46) permettant ainsi de maintenir un 
taux de croissance constant :  
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Figure 46 : Exemple de la commande exponentielle réalisée lors de la culture F (Acide Acétique) 
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Pendant la phase de production de ces cultures (B, D, F), en l’absence d’alimentation phosphore, il 
est impossible de maintenir un taux de croissance et de production de PHA constant, les débits sont donc 
adaptés à la demande biologique en essayant de se placer au maximum des capacités d’assimilation 
sans accumuler de substrat résiduel. Les commandes sont dans ce cas linéaires ou constantes. Les 
indicateurs permettant d’ajuster les commandes sont détaillés plus bas. Pour les phases alimentées, les 
rapports P/C fixés ne permettent pas non plus de maintenir un débit exponentiel sur toute la durée de cette 
phase. Les débits sont adaptés de la même manière que pour les phases carencées. 
Lors de ces trois cultures (B, D, F), les concentrations résiduelles en acide sont nulles à l’exception 
de périodes courtes pendant lesquelles la commande dérivait légèrement avant d’être réajustée. Les 
concentrations résiduelles maximales enregistrées pendant ces périodes sont de 0,2 g.L-1 d’acide butyrique 
pour la culture B, de 0,5 g.L-1 d’acide propionique pour la culture D et de 0,2 g.L-1 d’acide acétique pour la 
culture F. 
 Bilan 
Les modes de conduite des différentes cultures sont synthétisés dans le tableau suivant. 
 
Tableau 27 : Récapitulatif de la conduite des cultures de type Fed-Batch sur simple substrat carboné (*les cultures A et E ont 
été réalisées par E. Blanchet) 
Substrat Carboné Acide Butyrique Acide Propionique Acide Acétique 
n° Culture A* B C D E* F 
 
non-limitante 
 
limitante non-limitante limitante non-limitante limitante 
concentration 
résiduelle : 
0 – 3 g.L-1 
 concentration 
résiduelle nulle 
 
concentration 
résiduelle : 
0 - 2,5 g.L-1 
 concentration 
résiduelle nulle 
 
concentration 
résiduelle : 
0 - 3 g.L-1 
 concentration 
résiduelle nulle 
 
Alimentation 
Carbone 
commande 
séquentielle 
 
commande 
continue 
 
commande 
séquentielle 
commande 
continue 
commande auto-
adaptative 
commande 
continue 
à P/C constant 
de 9,7.10-4 
Mole.Cmole-1 
à P/C constant 
de 6,2.10-4 
Mole.Cmole-1 
à P/C constant 
de 4,6.10-4 
Mole.Cmole-1 
Alimentation en 
phosphore après 
épuisement du 
milieu initial 
aucune 
 
puis arrêt 
 
aucune 
puis arrêt 
aucune 
puis arrêt 
 
 Indicateurs permettant d’ajuster la conduite : 
Des mesures et calculs en ligne permettent de suivre le déroulement de la culture et d’effectuer les 
ajustements des commandes :  
- une remontée de la valeur de la pO2 (sans action sur l’aération ou l’agitation) indique une 
limitation (carbone ou autre élément) ou une inhibition liée à l’accumulation d’acide dans le 
milieu 
- le rapport azote apporté sur carbone apporté (N/C) calculé d’après les masses de balances est 
un indicateur de la répartition de l’azote (amené exclusivement par la régulation pH) entre la 
biomasse et la neutralisation des acides résiduels : 
o Ainsi pendant la phase de production de biomasse, le N/C doit être de l’ordre de 0,25 
Mole.Cmole-1 (d’après la composition de la biomasse présentée dans le Tableau 46 
p.128 selon Aragao 1996). Si le substrat est l’acide butyrique, son accumulation ne sera 
pas détectée grâce à ce critère. Par contre si le substrat est de l’acide propionique ou 
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acétique alors le rapport N/C augmente si le substrat est accumulé dans le milieu (Cf. 
Figure 47). 
o Pendant la phase d’accumulation de PHA, le N/C doit tendre asymptotiquement vers la 
valeur limite de 0,04 Mole.Cmole-1 correspondant à une accumulation de PHB ou PHV 
de 80% en masse sèche et ce, quelque soit le substrat. Une augmentation de ce ratio 
révèle une accumulation de substrat acide dans le moût du fait de leur neutralisation. 
 
 
N/C
(Mole.Cmole-1)
0,25
0,00
Production de 
Biomasse
acide acétique  :     0,50 Mole.Cmole-1
acide propionique : 0,33 Mole.Cmole-1
acide butyrique :     0,25 Mole.Cmole-1
0,04 Mole.Cmole-1
Neutralisation
Production de PHB ou PHV
Temps (h)
 
Figure 47 : Evolution attendue du rapport azote apporté sur carbone apporté (N/C) en fonction du devenir de l'azote 
 
- la mesure du dioxygène et du dioxyde de carbone dans les gaz de sortie et le calcul du 
coefficient respiratoire (QR, cf. Tableau 28) peuvent donner des indications sur l’accumulation 
ou non de substrat dans le milieu et sur la répartition du carbone consommé entre croissance et 
production de PHA : 
 
Tableau 28 : Coefficient respiratoire en fonction du substrat consommé et du produit formé (d’après la modélisation présentée 
Partie III - III II p.128) 
QR Glucose Acide Butyrique 
Acide 
Propionique 
Acide 
Acétique 
Croissance 1,14 0,64-0,66 0,77-0,80 1,08 
Production PHB 1,33 0,46-0,67 0,80-0,83 1,32-1,33 
Production PHV x x 0,89-0,94 x 
Enfin la mesure hors ligne du substrat résiduel par CPG permet de vérifier la présence éventuelle 
d’acide résiduel dans un délai de 10 minutes et, connaissant ainsi le flux d’accumulation, de recalculer si 
nécessaire le flux de substrat adapté à la demande biologique. 
II.1.2 Exemple de la culture B (substrat acide butyrique) 
La Figure 48 montre à titre d’exemple une évolution caractéristique des variables macroscopiques 
au cours d’une culture Fed-Batch (culture B, avec comme unique source de carbone, l’acide butyrique). 
Après épuisement du phosphore initialement présent dans le milieu à 10h de culture, la production 
de PHB débute immédiatement entraînant une forte augmentation du pourcentage de PHB rapporté à la 
biomasse totale (Cf. Figure 49). 
Dès que le fermenteur est alimenté en phosphore, une production de biomasse résiduelle est 
maintenue à un taux de croissance allant de 0,064 à 0,034 h-1 ainsi qu’une production de PHB avec une 
vitesse spécifique de 0,11 à 0,26 Cmole.Cmole-1.h-1 (Cf. Figure 50). Le rapport phosphore sur carbone 
imposé de 9,7.10-4 Mole.Cmole-1 conduit à un rapport de 9,47.10-3 ± 0,49.10-3 Mole.Cmole-1 de phosphore 
dans la biomasse résiduelle (Cf. Figure 49) soit un taux 1,7 fois plus faible que celui de la phase de 
croissance (15,97.10-3 ± 1,28.10-3 Mole.Cmole-1). Le pourcentage de PHB se stabilise à environ 75% (g.g-1) 
à la fin de cette phase (44 h de culture). 
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Figure 48 : Culture B (Acide Butyrique), évolution des variables macroscopiques : concentration en biomasse, PHB et 
phosphore résiduel dans le milieu. 
 
La phase de latence observée de 44 à 49 h (Cf. Figure 48), n’est pas représentative de l’arrêt de 
l’alimentation phosphore mais résulte d’un accident d’expérimentation (augmentation brutale du pH de la 
culture à 7,84 régulé à nouveau à 6,92 dès 49 h). Après 49 h de culture, suite à l’arrêt de l’alimentation en 
phosphore, la vitesse spécifique de production de biomasse résiduelle décroît (Cf. Figure 50) alors que la 
production de PHB se poursuit entraînant une élévation de la teneur intrinsèque en PHB jusqu’à 81% en fin 
de culture (Cf. Figure 49). La teneur intrinsèque en phosphore diminue jusqu’à atteindre de 6,95.10-3 
Mole.Cmole-1 soit une teneur 2,3 fois plus faible qu’en phase de croissance non limitée. 
 
Figure 49 : Culture B (Acide Butyrique), évolution du taux de phosphore dans la biomasse résiduelle (P/Xr en Mole.Cmole-1), 
du taux de phosphore par cellule (fMole.cellule-1), du taux de PHB dans la biomasse totale et du taux de PHB par cellule 
(pCmole.cellule-1). La flèche rouge indique l’épuisement du phosphore résiduel dans le milieu. 
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Il est intéressant de remarquer que les évolutions du taux de phosphore dans la biomasse résiduelle 
et du taux de phosphore par cellule sont très différentes (Cf. Figure 49) : au cours de la phase alimentée en 
phosphore, le taux de phosphore dans la biomasse résiduelle est constant et le taux de phosphore par 
cellule augmente progressivement alors que pendant la phase de carence, le taux de phosphore dans la 
biomasse résiduelle diminue alors que le taux par cellule reste relativement constant. Ces observations 
apparemment contradictoires peuvent s’expliquer par le fait qu’un accroissement de la biomasse résiduelle 
peut-être constaté alors que les cellules ne se divisent quasiment plus (à partir d’environ 30h sur la Figure 
51) traduisant ainsi des modifications morphologiques importantes observées en microscopie (Cf. Figure 74 
p.121). Ces résultats posent un certains nombre de questions sur les dynamiques du phosphore 
intracellulaire qu’il soit ramené à une unité de biomasse résiduelle ou à une cellule, sur l’expression de la 
limitation phosphore et son influence sur les dynamiques de croissance et de production. Cet aspect sera 
développé dans la Partie III - I II.3.1 p.96. 
 
Figure 50 : Culture B (Acide Butyrique), évolution des vitesses spécifiques. La flèche rouge indique l’épuisement du 
phosphore résiduel dans le milieu. 
 
 
Figure 51 : Culture B (Acide Butyrique), évolution de la quantité de biomasse résiduelle produite et du nombre de cellules 
produites. La flèche rouge indique l’épuisement du phosphore résiduel dans le milieu 
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La demande en oxygène est relativement importante, même pendant la phase de production de 
PHA qui correspond à un processus de réduction du carbone assimilé. En effet, la vitesse de consommation 
d’oxygène est élevée et des coefficients de transfert d’oxygène (kLa) de l’ordre de 250 h-1 (Cf. Figure 52) 
sont nécessaires pour la satisfaire avec une biomasse totale maximale de 47 g.L-1. 
 
Figure 52 : Culture B (Acide Butyrique), évolution des vitesses de consommation de dioxygène (rO2) et de production de 
dioxyde de carbone (rCO2), et du kLa, coefficient de transfert de dioxygène. La flèche rouge indique l’épuisement du phosphore 
résiduel dans le milieu. 
II.1.3 Analyse des performances finales des cultures sur substrat unique  
Le Tableau 29 reprend l’ensemble des résultats bruts des différentes cultures. Les conduites avec 
apport de phosphore en comparaison à celles réalisées sous carence ont permis d’atteindre des 
concentrations finales en biomasse totale plus élevées, des concentrations intracellulaires en PHA et des 
rendements de production de PHA égaux ou supérieurs. Ainsi le maintien croissance résiduelle n’est pas 
antinomique avec une forte accumulation de PHA, et des rendements globaux de production de PHB élevés 
et pourrait assurer une amélioration des performances en termes de productivité et de rendement (Cf. 
analyse détaillée dans la Partie III-III Caractérisation stoechiométrique du devenir du carbone chez 
Cupriavidus necator en l’absence d’effets inhibiteurs dus aux substrats). 
Le taux de phosphore intracellulaire final dépend énormément de la conduite des expérimentations. 
Il peut varier de 1,33 mMole.Cmole-1 à 9,76 mMole.Cmole-1. Par rapport au taux moyen de la phase de 
croissance, cela correspond à une dilution par un facteur allant de 1,6 à 11,4. 
En termes de productivité, la poursuite de la culture jusqu’à l’obtention d’une accumulation quasi 
maximale se traduit par une diminution des productivités volumiques moyennes et ce malgré l’augmentation 
de la concentration en biomasse catalytique. Cela s’explique par une diminution des vitesses spécifiques de 
production avec l’avancement de la réaction (les aspects cinétiques de ces résultats seront développés dans 
la Partie III-II Caractérisation cinétique de Cupriavidus necator en l’absence d’effets inhibiteurs liés aux 
substrats p.111). D’autre part, les productivités volumiques globales (incluant la phase de croissance) 
mesurées de 0,18 à 0,65 g.L-1.h-1 sont proches de celles recensées pour les cultures sur acides issues de la 
bibliographie (0,11 – 0,67 selon le Tableau 30). 
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Il est intéressant de noter que, sur substrat acide propionique pur, des taux d’HV très différents dans 
le polymère sont obtenus (50% pour la culture C contre 33% lors de la culture D) alors que le taux 
d’accumulation de PHA dans la biomasse est similaire. La différence entre ces deux cultures réside dans 
l’existence d’une phase d’alimentation en phosphore pour la culture D. Cela révèle l’importance de la 
stratégie d’alimentation et de contrôle de la limitation sur la composition monomérique des PHA et donc de 
leurs caractéristiques physiques en tant que bioplastique. 
D’autre part, la teneur en HV dans le polymère de 50% (mole.mole-1), obtenue lors de la culture C 
avec comme unique source de carbone l’acide propionique, n’a à l’heure actuelle jamais été décrite dans la 
bibliographie pour des cultures en fermenteurs pour lesquelles le maximum reporté est de 38% par Yu 2001. 
Par contre en fiole d’Erlenmeyer, Kelley et al. 1998 sont parvenus à atteindre 52% (mole.mole-1). 
Enfin le taux d’accumulation mesuré en PHA dans la biomasse a toujours été supérieur à 60% et 
pouvant aller jusqu’à 96%. Des pourcentages d’accumulation supérieurs à 90% ne peuvent représenter des 
taux de stockage vraisemblables. Ils résulteraient d’une sous-estimation de la biomasse résiduelle suite à 
une lyse cellulaire constatée lors de ces expériences (diminution de la biomasse résiduelle et apparition de 
protéines dans le surnageant). Les méthodes d’analyse des PHA ne permettent pas de différencier les PHA 
intracellulaires des PHA libérés dans le surnageant par la lyse. Une correction est donc effectuée : soit le 
pourcentage de PHA est calculé en considérant la biomasse résiduelle maximale produite, soit il est calculé 
en re-estimant la biomasse résiduelle produite sur la base d’une teneur protéique de 65 % à partir de la 
mesure de la concentration volumique en protéines. Ainsi les pourcentages de PHA pour les cultures C et D 
sont ramenés à 86 et 80%, ces valeurs sont plus en accord avec les capacités maximales généralement 
admises dans la bibliographie pour Cupriavidus necator (arrêt de l’accumulation principalement limité par 
l’encombrement stérique Anderson et Dawes 1990). 
 
Tableau 29 : Résultats globaux des cultures de type Fed-Batch simple substrat (concentration en Biomasse totale –Xt- et PHA 
produits –HB et HV-, teneur intracellulaire en phosphore dans la biomasse résiduelle -P/Xr-, pourcentage d’accumulation dans 
la biomasse -%PHA- avec entre parenthèses le valeurs corrigées en cas de lyse cellulaire, pourcentage d’HV dans le polymère 
-%HV-, productivité volumique globale et rendement global de production de PHA -RS,PHA-) 
Durée 
culture 
Biomass
e totale 
(Xt) 
P/Xr final HB HV %PHA %HV 
Producti
vité 
globale 
RS,PHA 
global n
° 
Substrat 
carboné 
h g.L-1 mMole. Cmole-1 g.L
-1
 g.L-1 g
.
g-1 molHV. 
molPHA-1 
g.L-1.h-1 Cmole. Cmole-1 
A Acide Butyrique 19,4 20,0 1,33-1,87 12,6 0,0 63% 0% 0,65 0,24 
B Acide Butyrique 67,4 46,7 6,95 38,4 0,0 82% 0% 0,57 0,62 
C Acide Propionique 76,7 14,6 9,73 6,4 7,4 
95% 
(86%) 50% 0,18 0,31 
D Acide Propionique 77,0 35,2 4,19 21,7 12,2 
96% 
(80%) 33% 0,44 0,30 
E Acide Acétique 16,0 9,2 2,48-2,54 5,6 0,0 61% 0% 0,35 0,36 
F Acide Acétique 69,3 24,1 7,4 20,1 0,0 83% 0% 0,29 0,42 
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Tableau 30 : Recensement dans la littérature des résultats bruts des cultures de type Fed-Batch les plus performantes sur 
acides organiques et sur glucose mettant en œuvre Cupriavidus necator (Biomasse totale et PHA produits, pourcentage 
d’accumulation dans la biomasse, pourcentage d’HV dans le polymère et productivité volumique globale) 
Biomasse 
totale (Xt) HB HV %PHA %HV 
Productivité 
globale Substrat carboné et référence Elément limitant 
g.L-1 g.L-1 g.L-1 g.g-1 molHV. 
molPHA-1 
g.L-1.h-1 
Acides Acétique, Propionique, 
Butyrique et Lactique Du et al. 2004 nc 22,7 16,0 0,5 73% 3% 0,22 
Acide Propionique 
Yu 2001 N 18,0 5,2 3,9 52% 38% 0,11 
Acide Propionique 
Kobayashi et al. 2000 N 64,0 nc nc 58% nc 0,67 
Acide Butyrique 
Yu 2001 N 20,0 9,4 0,0 47% 0% 0,20 
Glucose Ryu et al. 1997 P 281,0 232,0 0,0 83% 0% 3,14 
 
Dans la bibliographie, aucune culture sur les acides ici étudiés n’atteint les performances 
enregistrées sur glucose par Ryu et al. 1997 en termes de concentration en biomasse totale produite (281 
g.L-1), de concentration en PHB produite (232 g.L-1) et de productivité (3,14 g.L-1, Cf. Tableau 30). Cela 
s’explique essentiellement par le fait que peu d’études ont été réalisées avec ces acides organiques en tant 
que substrat, comparativement aux substrats osidiques. De plus, parmi ces études, rares sont celles qui se 
sont attachées à réaliser des cultures à haute densité cellulaire. 
Les expérimentations réalisées dans le cadre de cette thèse, ont été conduites dans des conditions 
de production avec des performances se situant parmi les meilleures de la littérature (cultures de type Fed-
Batch avec les acides étudiés comme substrat), que ce soit en termes de pourcentage d’accumulation, de 
pourcentage d’HV dans le polymère, ou de productivité globale. 
II.1.4 Caractéristiques des polymères obtenus 
Certains des polymères obtenus en fin de culture ont été caractérisés par la société Creagiff et par 
P. Magnusson et P. Johansson de la société Anoxkaldnes (Cf. Tableau 31). 
 
Tableau 31: Caractérisation des polymères obtenus pendant les cultures Fed-Batch simple substrat (réalisée par Creagif et 
Anoxkaldnes dans le cadre d’une collaboration contractuelle) 
n° 
%HV 
(Mole.Mole-
1) 
T. de fusion 
Tm (°C) 
T. de 
cristallisati
on 
Tc (°C) 
T. de 
transition 
vitreuse 
Tg (°C) 
T. de 
dégradation 
(°C) 
Mn 
(kDa) 
Mw 
(kDa) 
Indice de 
polymolécu
larité 
B 0 nc nc x 257,9 622 998 1,60 
D 33 x x - 5 303,5 nc ≈800 nc 
F 0 180,3 105,5 nc 298,9 nc nc nc 
 
Les polymères obtenus lors des Fed-Batch B et F sont du PHB, leurs propriétés mécaniques doivent 
être proches. Le polymère obtenu lors de la culture F possède une température de fusion de 180,3°C trè s 
proche des valeurs trouvées dans la bibliographie (Cf. Tableau 32), une température de cristallisation de 
105,5°C, la température de transition vitreuse n’a pas pu être déterminée mais pour le PHB, elle se situe 
vers 3°C. Les masses molaires moyennes du polymère obtenu en fin de culture B sont de 622 kDa en 
nombre et de 998 kDa en masse, soit un indice de polymolécularité de 1,60. Le poids moléculaire dépend du 
microorganisme, des conditions de fermentations et des méthodes extraction et peut varier entre 5 kDa et 
1500 kDa (Ballard et Senior 1987). Chez C. necator le poids moléculaire moyen en masse est généralement 
compris entre 300 kDa et 2000 kDa selon les conditions de cultures (Ballard et Senior 1987, Lee et al. 
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2008). La masse moléculaire moyenne mesurée pendant cette étude est dans cette fourchette. En général, 
l’obtention d’un indice de polymolécularité le plus faible possible est recherché sachant qu’il est forcément 
supérieur à 1. Néanmoins pour certaines applications des indices de polymolécularité élevés peuvent être 
recherchés (Kurz et al. 2002). Un indice de 1,60 est donc intéressant, pour leur part, Lee et al. 2008 
obtiennent des indices plus élevés compris entre 3,1 et 4,0 (Cf. Tableau 32). 
 
Tableau 32 : Caractéristiques de PHB et PHB-co-HV produits par Cupriavidus necator selon la bibliographie 
Références 
%HV 
(Mole.Mole-
1) 
T. de fusion 
Tm (°C) 
T. de 
cristallisati
on 
Tc (°C) 
T. de 
transition 
vitreuse 
Tg (°C) 
T. de 
dégradation 
(°C) 
Mn 
(kDa) 
Mw 
(kDa) 
Indice de 
polymolécu
larité 
Pereira et al. 
2008 0 176 104 2,7 nc nc 490 nc 
Lee et al. 
2008 2 168 nc -0,7 nc 640 2560 4,0 
Lee et al. 
2008 8 167-169 nc -1,6 - -0,3 nc 700 - 990 2520 - 3069 3,1 – 3,6 
Lee et al. 
2008 14 113 - 170 nc -20,0 – 0,6 nc 620 - 660 2480 - 2508 3,8 – 4,0 
Pereira et al. 
2008 14 137 - 158 69,5 - 4,0 nc nc 490 nc 
Pereira et al. 
2008 22 137 - 158 83,9 - 4,8 nc nc 490 nc 
Pereira et al. 
2008 100 110 41,0 - 18.6 nc nc 490 nc 
 
D’après Creagif, le polymère obtenu lors de la culture D (PHB-co-HV) a une structure amorphe (pas 
de signal de cristallisation, cf. Tableau 31), et possède un comportement caoutchoutique (il ne présente pas 
vraiment les propriétés d’un matériau solide). Cela est lié au fort taux d’HV dans le polymère. Les propriétés 
antichocs de ce matériau peuvent être très intéressantes. 
II.2 CULTURE SUR SUBSTRAT DOUBLE (CULTURE G) : ACIDE BUTYRIQUE ET ACIDE 
PROPIONIQUE 
Au vu des résultats obtenus à partir d’acide propionique et de l’utilisation habituelle de ce carbone 
comme co-substrat et non comme substrat principal, il paraissait intéressant de tester son potentiel en co-
substrat. En effet lors de la production de PHV à partir acide propionique seul, la perte d’un carbone est 
nécessaire pour obtenir l’acétyl-CoA qui sera condensé avec le propionyl-CoA pour aboutir à un motif d’HV. 
Pour maximiser la conversion de l’acide propionique en HV, il semble intéressant d’associer 
stoechiométriquement l’acide butyrique et l’acide propionique afin que l’acétyl-CoA soit fourni par  l’acide 
butyrique avec une conversion équimolaire de l’acide propionique en un motif d’HV : 
2 Prop + 1 But + 3 ATP + 2 NADPH2 + FAD + H2O + NAD  2 HV + 3 ADP + 2 NADP + FADH2 + NADH2 
Le potentiel de transformation de l’acide propionique a donc été testé lors d’une culture de type Fed-
Batch sur ce double substrat : acide butyrique et acide propionique. La mise en œuvre de trois alimentations 
séparées en acide propionique, acide butyrique et phosphore a permis de gérer de manière indépendante le 
ratio phosphore sur carbone total (P/C) et le ratio acide propionique sur carbone total. L’objectif était 
d’évaluer l’influence de ces paramètres sur la stœchiométrie et la cinétique de l’accumulation de PHA et sur 
la répartition du carbone entre les motifs d’HB et d’HV. 
II.2.1 Conduite de la culture 
Initialement un flux limitant exponentiel en carbone (acide butyrique uniquement) a été apporté pour 
assurer la phase de croissance. A 11h de culture, après l’épuisement du phosphore initial (92,9 mg) calculé 
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pour produire 5,3 g de biomasse, l’apport d’acide butyrique est maintenu de manière exponentielle jusqu’à 
atteindre un taux de phosphore dans la biomasse résiduelle de l’ordre de 0,011 Mole.Cmole-1 (à 15h de 
culture). Dès la mise en place de l’alimentation en acide propionique et phosphore, les flux de carbone et de 
phosphore ont été continuellement réajustés afin que le carbone ne s’accumule pas dans le milieu et ne 
provoque pas d’inhibition. A 51 h l’alimentation en phosphore est arrêtée. A 72 h de culture, l’alimentation en 
acide butyrique est arrêtée, la culture se termine avec comme unique substrat carboné l’acide propionique. 
Les débits de carbone total et phosphore appliqués sont représentés sur la Figure 53. 
 
Figure 53 : Culture G sur double substrat (Acide Butyrique - Acide Propionique), débits de carbone et de phosphore appliqués 
II.2.2 Détermination des phases d’étude de la culture grâce à l’approche de Classification pour 
la caractérisation des états physiologiques 
La dynamique de cette culture est sous le contrôle d’une double limitation en phosphore et en 
carbone qui régit croissance et production. Les phases d’excès de substrats apparues ont conduit à un 
contrôle temporairement mal maîtrisé des paramètres d’environnement, en particulier le pH, ainsi que les 
ratios phosphore sur carbone dans l’alimentation (P/C) et acide propionique sur carbone consommé, 
devenus temporairement partiellement indépendants des flux d’alimentation. Afin de définir les plages 
horaires durant lesquelles un comportement métabolique stabilisé puisse être avalisé, l’approche de la 
classification des séries temporelles pour la caractérisation des états physiologiques a donc été utilisée. 
La classification a permis de dégager quinze classes temporelles regroupées en neuf clusters, au 
sein desquels sont distingués six états physiologiques relativement stabilisés identifiés ci-dessous et 
annotés en rouge sur la Figure 54, ainsi que trois étapes de transition accolées hachurées en rouge : 
- Croissance (15,3 h) 
- Accumulation n°1 (7,4 h) : production PHA sur doub le substrat avec alimentation en phosphore 
- Accumulation n°2 (16,2 h) : production PHA sur dou ble substrat 
- Accumulation n°3 (3,6 h) : production PHA sur doub le substrat avec alimentation en phosphore 
- Accumulation n°4 (21,0 h) : production PHA sur dou ble substrat sans alimentation en phosphore 
- Accumulation n°5 (89,6 h) : production de PHA avec  comme unique source de carbone, l’acide 
propionique, sans alimentation en phosphore 
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Figure 54 : Culture G sur substrat double (Acide Butyrique - Acide Propionique), rapports phosphore sur carbone (P/C) et 
acide propionique sur carbone imposés par l'alimentation, et étape de la conduite de l’expérimentation définies d’après la 
classification. 
La fréquence de prélèvement (environ 0,5 h-1) devrait permettre une analyse cinétique et 
stœchiométrique de ces phases identifiées comme raisonnablement homogènes en termes de 
comportement et maintenues sur des durées significatives  
II.2.3 Analyse qualitative de l’évolution temporelle des variables d’état 
Pendant la phase de croissance, le taux de croissance varie de 0,35 h-1 à environ 0,13 h-1 (Cf. Figure 
58) alors que la synthèse de PHB débute avec la diminution de la concentration en phosphore dans le milieu 
(Cf. Figure 57). L’épuisement du phosphore est constaté à 11 h (Cf. Figure 55). A la fin de cette phase, la 
vitesse spécifique de production de PHB atteint 0,35 Cmole.Cmole.h-1. Le taux de PHB est de 55% ramené 
à la biomasse totale et la teneur intrinsèque en phosphore dans la biomasse résiduelle est réduite à 13,8 
mMole.Cmole-1. 
A partir de 15,3 h, la phase d’accumulation n°1  débute, l’alimentation en acide propionique et en 
phosphore est démarrée avec une substitution à 54% (Cmole.Cmole-1) de l’acide butyrique par de l’acide 
propionique et avec un taux de phosphore sur carbone dans l’alimentation de 1,96 mMole.Cmole-1. Les 
vitesses spécifiques maximales de production de PHA étant estimées identiques, la sommation des 
capacités de consommation semblaient justifiée (se reporter à l’étude cinétique p. 111 pour plus de détails). 
La production d’HV débute et une accumulation d’acides est immédiatement constatée (Cf. Figure 56). La 
réduction du flux total de carbone traduite par une augmentation du rapport P/C ne suffit pas à entraîner la 
reconsommation des acides accumulés. Seule une diminution de la proportion d’acide propionique dans 
l’alimentation entrainant une réduction du flux de carbone total est de nature à ajuster les flux de 
consommations aux flux d’alimentation. Ainsi à partir de 23,5h (début des étapes de transition), les acides 
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accumulés peuvent être reconsommés. Avec l’accroissement du rapport phosphore sur carbone dans 
l’alimentation, la biomasse n’est plus dans des conditions de production de PHA mais de croissance, ce qui 
explique la diminution du pourcentage de PHB dans la biomasse de 60 à 40% (Cf. Figure 57). Associé à 
cette reprise de croissance, le taux intrinsèque de phosphore dans la biomasse résiduelle a réaugmenté à 
une valeur proche (15,8 mMole.Cmole-1) de celle obtenue aux alentours de 13h de culture qui correspondait 
à un état de production de PHA. Ceci montre clairement que le taux de phosphore intrinsèque résulte du 
vécu de la cellule et que ce n’est pas sa valeur absolue qui est le paramètre déterminant l’état de 
compétence de la biomasse mais que celui-ci doit être associé au degré de limitation de la cellule corrélé 
aux flux de phosphore et de carbone disponibles. La partie Partie III - I II.3.1 p.96 s’attachera à dégager un 
paramètre permettant de comparer les résultats. 
 
Figure 55 : Culture G sur double substrat (Acide Butyrique - Acide Propionique), évolution du phosphore résiduel dans le 
milieu et des produits obtenus 
 
 
Figure 56 : Culture G sur double substrat (Acide Butyrique - Acide Propionique), évolution des concentrations résiduelles en 
substrat et en acide acétique excrété 
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Pour retrouver des conditions de productions de PHA (phase d’accumulation n°2 ), l’alimentation en 
phosphore est arrêtée de 30,9 à 41,7 h. L’accumulation de PHA dans la biomasse est ainsi réenclenchée. A 
partir de 41,7 h, avec la reprise de l’alimentation phosphore, un régime dynamique stabilisé apparait : le 
pourcentage de PHB dans la biomasse est stable à une valeur d’environ 70% ainsi que le pourcentage d’HV 
dans le polymère. Par contre une accumulation d’acides dans le milieu est à nouveau constatée. 
Suite à une  accumulation d’acides dans le milieu, la phase accumulation n°3  très brève, correspond 
à l’épuisement du substrat résiduel dans le milieu et à un retour à des vitesses de consommation du substrat 
plus élevées. 
Pendant la Phase accumulation n°4 , aucune alimentation phosphore n’est réalisée pour favoriser un 
taux d’accumulation de PHA dans la biomasse maximum. Cela se traduit par un arrêt de la production de 
biomasse résiduelle vers 55 h de culture (Cf. Figure 58). Le taux d’acide propionique dans l’alimentation est 
graduellement réaugmenté jusqu’à atteindre un rapport de 50% dans l’alimentation (Cmole.Cmole-1). Le 
pourcentage d’HV dans le polymère est de 18% (Mole.Mole-1), teneur bien inférieur à celui attendu selon une 
conversion équimolaire de l’acide propionique en hydroxyvalérate soit 57% en Mole.Mole-1, Dans ces 
conditions, malgré la présence d’un second substrat qui pourrait satisfaire la demande en carbone pour la 
croissance et pour l’acétyl-CoA pour HV, seule une fraction de l’acide propionique est utilisée pour la 
production d’HV. 
A partir de 71,7 h de culture (phase d’accumulation n°5 ), avec l’arrêt de l’alimentation en acide 
butyrique, la synthèse de PHB est stoppée et seule la production de motifs d’HV est observée. Ces résultats 
sont en accord avec les tendances observées pour les Fed-Batch C et D sur acide propionique pur. Selon 
l’avancement de la culture et des stratégies d’alimentation en carbone et phosphore, il semblerait que l’acide 
propionique puisse être utilisé pour produire uniquement des motifs d’HV contrairement aux affirmations de 
Haywood et al. 1989 et Lee et al. 1994. En fin de culture, le pourcentage d’HV dans le polymère et celui des 
PHA dans la biomasse totale atteignent respectivement 32% (mole/mole) et 88% (g.g-1). 
 
Figure 57 : Culture G sur double substrat (Acide Butyrique - Acide Propionique), évolution du pourcentage de PHA dans la 
biomasse totale, du taux de phosphore dans la biomasse résiduelle et du taux d’HV dans le polymère 
 
Partie III – I.   Quantification macroscopique de l’ensemble des cultures réalisées en Bioréacteur 
 
 
 
Document confidentiel   95 
 
Figure 58 : Culture G sur double substrat (Acide Butyrique - Acide Propionique), évolution des vitesses spécifiques de 
consommation du substrat et de production de biomasse, de PHB et de PHV 
II.2.4 Analyse des performances finales de la culture 
Les performances atteintes par cette culture (Cf. Tableau 33) sont équivalentes aux meilleures 
recensées dans la bibliographie pour la production de PHA par C. necator sur substrat de type acides 
organiques (Cf. Tableau 30 p.89) en terme de biomasse totale obtenue (65,9 g.L-1 contre 64 g.L-1 par 
Kobayashi et al. 2000), de taux d’HV dans le polymère (respectivement de 30% contre 38% par Yu 2001) et 
de productivité globale de la culture (0,65 g.L-1.h-1 contre 0,67 g.L-1.h-1 Kobayashi et al. 2000). Il faut préciser 
que la plupart des références ont utilisé une limitation azote pour induire la production de PHA, condition 
pour laquelle la croissance résiduelle est parfaitement contrôlée par le flux de source azotée. Dans nos 
conditions de culture en mode Fed-Batch, le taux d’accumulation des PHA dans la biomasse peut atteindre 
88% contre 73% par Du et al. 2004 obtenu en réacteur perfusé à membrane. 
 
Tableau 33 : Résultats bruts de la culture G sur double substrat acide butyrique et acide propionique (Biomasse totale et PHA 
produits, pourcentage accumulation dans la biomasse, pourcentage d’HV dans le polymère et productivité volumique globale) 
Biomasse 
totale (Xt) HB HV %PHA %HV 
Productivité 
globale Substrat carboné 
g.L-1 g.L-1 g.L-1 g.g-1 Mole.Mole-1 g.L-1.h-1 
Acide Butyrique et 
Acide Propionique 65,9 37,2 20,8 88% 32% 0,65 
II.2.5 Caractéristiques du polymère obtenu 
Les caractéristiques du polymère obtenu en fin de culture ont été établies par Anoxkaldnes et 
Creagif et sont présentées dans le Tableau 35. Le taux d’HV de 32% est proche de celui obtenu en fin de 
culture lors du Fed-Batch D. Cette incorporation de 32% d’HV dans le polymère permet de diminuer la 
température de fusion de 179°C pour du PHB pur à 12 3°C, et de multiplier l’élongation avant rupture pa r 32. 
Ce polymère est intéressant car il est très ductile, mais présente l’inconvénient, pour les procédés de 
moulage thermoplastiques classiques, d’être collant, de par sa cinétique de cristallisation très lente, ce qui 
contribue à des modifications de forme lors de son refroidissement. Malgré tout, le poids moléculaire moyen 
en masse et l’indice de polymolécularité en font un matériau à potentialités intéressantes. 
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Tableau 34: Caractérisation du polymère obtenu réalisée par Creagif et Anoxkaldnes (collaboration contractuelle) 
Copolymères 
(mol %) 
Température 
de fusion Tm 
(°C) 
T. de 
transition 
vitreuse 
Tg (°C) 
Module de 
Young (GPA) 
Elongation 
avant rupture 
(%) 
Résistance à 
la traction 
(MPa) 
Mn 
(kDa) 
Mw 
(kDa) 
Indice de 
polydispersité 
32 123 -6 0,64 ± 0,16 160 120 432 804 1,9 
II.3 PROBLEMATIQUES LIEES AU MODE DE CULTURE FED-BATCH 
II.3.1 Evaluation du degré de limitation de la croissance par rapport au phosphore 
Les différents résultats de Fed-Batch posent un certains nombre de questions sur les dynamiques 
d’évolution de la concentration en phosphore intracellulaire qu’il soit ramené à une unité de biomasse 
résiduelle ou à une cellule, sur l’expression de la limitation phosphore et son influence sur les dynamiques 
de croissance et de production. 
Le taux de phosphore intrinsèque de la biomasse résiduelle (Pint/Xr) n’est pas un critère discriminant 
suffisant pour qualifier la répartition du carbone entre la synthèse de biomasse et la production de PHA. En 
effet le taux de phosphore résulte à la fois de sa vitesse d’assimilation et de la production de biomasse (Cf. 
Figure 59). De plus la croissance est également liée à la disponibilité en carbone. Carbone qui peut se 
repartir entre voie de synthèse des PHA, anabolisme et catabolisme énergétique avec une dynamique 
probablement contrôlée par ce même taux intrinsèque en phosphore (Cf. traits pointillés sur la Figure 59 
indiquant les effets contrôlants identifiés d’après nos travaux et la littérature). La complexité du système est 
donc élevée et il faut également tenir compte de l’influence du taux d’accumulation de PHA par effet stérique 
sur l’accumulation elle-même mais aussi sur les capacités de croissance, de l’influence de la source 
carbonée (acides faibles) sur l’homéostasie cellulaire en jouant sur la valeur et les mécanismes de 
régulation du pH intracellulaire, de la pression osmotique. 
Source carbonée
Intermédiaires 
carbonés
Energie
CoEnz
CO2
O2
PHA
Phosphore Biomasse
Pint/Xr
Phosphore
Flux carbone
PHA/Xt
Homéostasie 
cellulaire
ΦP
ΦS
CO2
 
Figure 59 : Schéma de principe de la répartition du carbone et du phosphore au sein des cellules et l’influence de ces 
répartitions de flux sur le taux de phosphore dans la biomasse 
 
Le taux de phosphore dans la biomasse est à relier à la notion de rendement de production de 
biomasse à partir du phosphore (RP,Xr). Ce paramètre a été calculé pour les différentes cultures réalisées : 
en croissance balancée (phase de croissance), il est de 67 ± 9 Cmole.Mole-1 ; il peut dépasser 500 
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Cmole.Mole-1 dans des cas de carence importante si la totalité de la culture est prise en compte (Cf. Figure 
60).  
 
Figure 60 : Rendements expérimentaux en biomasse résiduelle à partir du phosphore 
 
Cette forte variabilité du rendement en biomasse sur phosphore dénote une forte capacité du 
phosphore à se redistribuer dans la biomasse et témoigne bien de la difficulté à déterminer un degré de 
limitation en phosphore basée sur le paramètre instantané P/Xr (concentration cellulaire) ou RP,Xr. 
Ces résultats sont en accord avec les principes de double limitation énoncés par Egli 1991 : pour un 
taux de croissance donné, le rendement production de biomasse résiduelle peut varier entre une valeur 
minimale RP,X bal (pour croissance balancée) et une valeur limite maximale RP,X lim (Cf. Figure 61). 
L’évaluation de ces rendements limites est rendue difficile en mode Fed-Batch car fortement dynamique et 
très longue à réaliser en mode chemostat car il doit être déterminé pour chaque taux de dilution imposé. Il 
faut noter que dans notre cas où les substrats sont des acides qui engendrent des effets inhibiteurs, les 
zones de limitation carbone et de double-limitation carbone et phosphore (définies par Egli Cf. Figure 61) 
peuvent être parcourues. Par contre la zone de limitation phosphore n’est pas une zone de fonctionnement 
adéquate puisque cela implique une présence de substrat résiduel qui est toxique. L’établissement du RP,X lim 
est donc difficile à réaliser. 
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Figure 61 : Schéma de principe adapté d’Egli 1991, culture en chemostat, pour un taux de dilution donné : rendement de 
production de biomasse à partir du phosphore et à partir du substrat carboné, rendement de production de PHB à partir du 
substrat carboné en fonction du rapport C/P dans l’alimentation. Concentrations résiduelles en phosphore et carbone 
associées. 
 
En se basant sur cette notion, un critère de limitation va pouvoir être défini dans la zone de double 
limitation, généralement, en Fed Batch et Chemostat, le flux de carbone est contrôlé par l’alimentation. Pour 
les cas où ce flux est excédentaire, l’accumulation résultante se traduit par un effet inhibiteur touchant 
globalement le fonctionnement cellulaire. Ce cas particulier sera analysé spécifiquement (régimes transitoire 
lors de cultures continues cf. Partie III - IV Etude dynamique des réponses de Cupriavidus necator à un 
excès de substrat acide p.151). En l’absence d’accumulation, il devient possible de raisonner sur la vitesse 
de consommation du substrat : SLSm Vr Φ== .S ϕ  puisque le flux d’accumulation est nul 





= 0)(
dt
SVd
. 
La croissance est contrôlée selon la disponibilité en carbone, mais également selon la disponibilité 
en phosphore. En phase unique de croissance non limitée par la source phosphorée la teneur intrinsèque en 
phosphore (
Xr
P
PX
int
= ) est notée balXP . Dans ces conditions, il est possible d’ajuster le flux de carbone au 
flux de phosphore balPΦ  selon le ratio XS
bal
XXS
PXS
bal
P
bal
S
bal
Pbal
PS YPYµ
q
Xrµ
Y
R
,,
,
,
..
.
.
==
Φ
=
Φ
Φ
= . Ces conditions, 
non-limitantes en termes métabolique, sont susceptibles de contrôler le taux de croissance. 
L’évolution dynamique de la teneur intrinsèque en phosphore ( XP ) montre que la croissance ne 
peut être directement contrôlée par le flux de phosphore puisque cette grandeur est variable entre balXP  et 
lim
XP et est la résultante du flux d’apport de phosphore et du potentiel de croissance qui dépend de la teneur 
intracellulaire dès que le flux de substrat est supérieur aux besoins soit à Xr
Y
µ
XS
t
.
,
)(
. L’évolution de la teneur 
intracellulaire en phosphore suit le formalisme : 
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= . Il est donc possible de relier la consommation de 
substrat nécessaire pour la croissance à la teneur et l’évolution intracellulaire en phosphore selon 
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Il est ainsi possible de définir différents critères de limitation :  
A l’instant t, la limitation doit faire référence au potentiel instantané de croissance µ(t). En termes de 
contrôle, le flux de substrat SΦ  et le flux de phosphore PΦ   
1) par rapport au carbone, qui peut être dirigé vers la croissance ou vers la production de PHA : 
PHA
S
X
SS Φ+Φ=Φ . Le rapport entre la demande en carbone correspondant au potentiel instantané de 
croissance et le flux de carbone envoyé représente la limitation relative en substrat pour la 
production de biomasse (LRSX) 
LRSX = )1.(
.
1
, S
X
S
P
XSXS
X
S
qdt
dP
YP
−
Φ
Φ
=
Φ
Φ
 Eq. 47 (flux de carbone non limitant devant la 
demande en croissance et avec comme hypothèse une priorité d’utilisation du carbone pour 
la croissance). 
2) par rapport au phosphore (en considérant le flux de carbone non limitant) 
bal
XP  est le ratio non limitant. Pour un taux de croissance donné, la demande en phosphore 
balancée correspondante est balX
bal
P Pµq .=  soit un flux de phosphore XrPµ
bal
X
bal
P ..=Φ . Le degré de 
limitation par le phosphore (apport par rapport à la demande) est donné par la limitation relative en 
phosphore (LRP) : 
LRP : 
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P
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−
 Eq. 48 
3) Dans notre cas, pendant la phase de production de PHA, une double limitation carbone-
phosphore est généralement rencontrée. Le critère donnant une information de limitation globale est le 
produit de la LRSX  et de la LRP : 
le produit LRP x LRSX = 
S
P
bal
XXS
bal
P
P
S
X
S
q
q
PY
,
1
. =
Φ
Φ
Φ
Φ
 Eq. 49 
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Le produit LRP x LRSX fait apparaître comme variable le rapport 
S
P
q
q
. Ainsi sous double limitation, ce 
rapport pourrait être une variable représentative du double degré de limitation imposé par les conditions de 
culture et donc directement relié au rapport 
S
P
Φ
Φ
 d’alimentation. Nous verrons plus tard que ce critère est 
effectivement déterminant et sera utilisé dans la Partie III-II Caractérisation cinétique de Cupriavidus necator 
en l’absence d’effets inhibiteurs liés aux substrats. 
Toutefois ce critère ne peut s’appliquer pour les phases non alimentées en phosphore, seule une 
appréciation qualitative du degré d’avancement de la limitation dans le temps (P/Xr) pourra être retenue pour 
l’analyse dynamique de l’impact de la carence sur le devenir du carbone. 
II.3.2 Inhibition résultant de l’accumulation des substrats acides 
 L’acide propionique, un substrat très inhibiteur 
Lors de nos cultures, lorsque l’ajustement entre flux d’alimentation et vitesse de consommation est 
déficient, une inhibition par l’acide propionique est constatée dès une concentration mesurable de 0,07 à 0,2 
g.L-1 (soit 1 à 3 mMole.L-1) en acide résiduel (Culture D). Cela se traduit immédiatement par une réduction 
de la respiration quantifiable en ligne (Cf. Figure 62) alors que pour des concentrations équivalentes en 
acide butyrique ou en acide acétique aucune inhibition n’est constatée. 
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Figure 62 : Exemple d’inhibition par l’acide propionique lors de la culture D, quantifiable en ligne par une réduction de la 
respiration 
D’après la bibliographie, la croissance de C. necator est totalement inhibée pour des concentrations 
en acide propionique supérieures à 1,5 g.L-1 (Kim et al. 1992) ou 3 g.L-1 (Ramsay et al. 1990a). D’après Kim 
et al. 1992, pour atteindre le taux de croissance maximal de la souche, la concentration en acide 
propionique doit être inférieure à 0,1 g.L-1, au-delà le taux de croissance est fortement diminué (0,19 h-1 pour 
0,5 g.L-1 et 0,08 h-1 pour 1 g.L-1) en accord avec les résultats obtenus dans ce travail. La synthèse de PHA 
est totalement inhibée au-delà de 1 g.L-1 selon Byrom 1987 et au-delà de 3 g.L-1 selon Ramsay et al. 1990a. 
La vitesse de production de motifs d’HV est optimale selon Kim et al. 1992, si la concentration en acide 
propionique initiale du batch est de 0,5 g.L-1. 
Avec l’acide acétique, d’après Wang et Yu 2000, les effets inhibiteurs sur C necator sont significatifs 
à partir de 3 g.L-1 et l’inhibition est totale à partir de 6 g.L-1. Pour une concentration initiale de 1,5 g.L-1 le taux 
de croissance est de 0,20 h-1 pour un taux de croissance maximal mesuré de 0,26 h-1 alors que pour la 
même concentration en acide propionique la croissance est totalement inhibée. 
Aucune indication sur les concentrations inhibitrices en acide butyrique n’a pu être dégagée de la 
bibliographie. 
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Malgré des pKa proches, des longueurs de chaînes proches, il semblerait que le niveau d’inhibition 
soit différent entre l’acide propionique et les acides acétique et butyrique. Contrairement à ce qu’affirme Yu 
et al. 2002, ces résultats suggèrent que les acides n’agissent pas simplement par une accumulation 
excessive dans le cytoplasme mais que certains comme l’acide propionique exerce une inhibition spécifique 
des fonctions métaboliques. En effet, le découplage énergétique consécutif à l’acidification du cytoplasme 
devrait se traduire par un accroissement du catabolisme énergétique et donc de la vitesse de respiration 
alors que les résultats constatés aboutissent à une inhibition de l’oxydation des substrats comme expliqué 
ci-dessus avec l’acide propionique (Cf. Figure 62). 
Il faut noter que la plupart des études publiées ont été réalisées en cultures discontinues pour 
lesquelles l’évaluation de l’inhibition est faite par rapport à la concentration initiale d’acide dans le milieu et 
non par rapport à la concentration résiduelle à un instant donné. Dans notre cas, les résultats obtenus en 
Fed-Batch peuvent différer : ainsi lors de la culture G, des concentrations résiduelles élevées en acide 
propionique ont été constatée (de l’ordre de 3 g.L-1) sans pour autant que la croissance et la production de 
PHB soit totalement inhibée comme indiqué par Byrom 1987, Ramsay et al. 1990a et Kim et al. 1992 : un 
taux de croissance de l’ordre de 0,1 h-1 est mesuré ainsi qu’une très faible production de PHB avec une 
vitesse spécifique de 0,02 Cmole.Cmole.h-1. 
 Mise en évidence d’antagonisme entre les sources de carbones étudiées 
Lors de la culture G mettant en œuvre un double substrat acide propionique - acide butyrique, une 
consommation préférentielle de l’acide butyrique a été constatée conduisant à une accumulation d’acides 
dans le milieu et à un phénomène d’inhibition. L’acide accumulé en premier est l’acide propionique puis 
l’acide butyrique (Cf. Figure 56). De plus quel que soit le niveau d’acide propionique dans l’alimentation (de 
15 à 54% en Cmole.Cmole-1) les acides accumulés sont composés à 68% (± 6% en Cmole.Cmole-1) d’acide 
propionique. Il faut noter que pendant les périodes d’accumulation, la consommation des substrats se 
poursuit. 
Lors d’une culture sur double substrat acide butyrique - acide acétique, en excès de carbone, 
E. Blanchet avait également constaté que l’acide butyrique était assimilé préférentiellement (expérience et 
résultats non décrits ici). 
Il existe peu d’études en cultures axéniques sur multi-substrat AGV : 
- Chakraborty et al. 2009, ont travaillé avec Cupriavidus necator (H16) pour la production de PHA 
sur milieu complexe CCS (Condensed Corn Soluble) qui contient différentes sources de carbone 
et notamment du glucose, du glycérol et des AGV (acide lactique, succinique, butyrique, 
propionique et acétique). D’après ces travaux, l’ajout supplémentaire d’acide acétique ou d’acide 
butyrique n’a pas d’effet sur l’utilisation de l’acide succinique par contre il réprime l’utilisation de 
l’acide propionique, l’ajout d’acide propionique réprime l’utilisation de l’acide acétique et de 
l’acide succinique. Il est difficile dans ces travaux de connaître si ce sont des effets liés à une 
inhibition, ou à un antagonisme des substrats ou à une combinaison des deux. 
- D’après Yu et al. 2002, l’acide acétique inhibe l’utilisation de l’acide propionique chez C. necator 
(H16). Ces auteurs avance l’hypothèse qu’il y aurait une compétition des deux acides au niveau 
de leur activation qui serait faite par la même enzyme. Par contre l’acide butyrique serait activé 
par une ligase différente n’entrainant pas d’antagonisme avec les deux autres substrats 
contrairement à ce que nous observons. 
Pour des études en consortium microbien des phénomènes de consommation préférentielle de 
certains substrats ont été mises en évidence comme l’acide acétique par Elefsiniotis et Wareham 2007. Ces 
auteurs évoquent plusieurs explications : 
- l’utilisation de voies métaboliques spécifiques à chaque substrat avec des voies plus simples 
pour l’acétate que pour l’acide propionique entrainant une consommation préférentielle 
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- la concentration relative des composés influe sur leur assimilation (le composé majoritaire sera 
assimilé en premier), l’acide acétique étant majoritaire. Dans notre cas cela ne peut-être la seule 
explication puisque les acides étaient apportés dans des proportions similaires. 
Pour ces études en consortium, il est difficile de savoir si ce sont des populations qui ont des 
affinités différentes pour chaque substrat ou si c’est une réelle consommation préférentielle de chaque 
souche pour un acide. 
 L’acétyl-CoA, un intermédiaire métabolique clef 
Une excrétion d’acide acétique dans le milieu est constatée pendant certaines périodes 
d’accumulation d’acide dans le milieu même lorsque celui-ci n’est pas présent dans l’alimentation. Cela 
laisse supposer un mécanisme d’overflow catabolique au niveau de l’intermédiaire métabolique central 
qu’est l’acétyl-CoA, carrefour du catabolisme des substrats, de l’anabolisme et de la synthèse des PHA (Cf. 
Figure 63). 
PHA
Acétyl-CoAPropionyl-CoA
Pyruvate
PEP
Acide 
Butyrique
ATP, NADPH
Biomasse
Biomasse
P
Acide 
Propionique
NADPH
Acide 
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Figure 63 : Schéma métabolique simplifié, mise en évidence de la position centrale de l'acétyl-CoA (MCC = cycle du méthyl-
citrate, TCA = cycle de Krebs, GXS = shunt du glyoxylate) 
Ces observations ont été réalisées aussi bien sur acide butyrique pur (Fed-Batch A), sur acide 
propionique pur (Fed-Batch C) que sur double substrat acide propionique, acide butyrique (Culture G, cf. 
Figure 56). Cette excrétion n’intervient pas immédiatement après le début de l’accumulation dans le milieu et 
peut se produire de façon simultanée avec la reconsommation (ou réintégration dans la cellule) des autres 
acides. Si l’on suppose une brusque inhibition des voies de biosynthèse et anabolique par l’accumulation de 
l’un des acides apporté, il est acceptable de supposer qu’un brusque ralentissement de la demande en 
précurseurs et en énergie se traduise par une accumulation d’acétyl-CoA qui selon la faible énergie 
d’activation de la réaction de conversion en acide acétique conduise à l’excrétion constatée de ce dernier. 
De plus il a été constaté lors de la culture C que les niveaux d’acide acétique excrété comparés à 
l’acide propionique accumulé, dépendent de la phase de culture : 
- lorsque le phosphore résiduel vient d’être épuisé (après 10 h, Cf. Figure 64), et que la synthèse 
de PHA débute, l’acide acétique excrété représente seulement 2% (Mole.Mole-1) de l’acide 
propionique accumulé 
- alors que pour la seconde excrétion, l’acide acétique peut représenter de 5 à 30% (Mole.Mole-1). 
Pendant cette période, plus aucune croissance n’est assurée et seule une production de PHB-
co-HV a lieu. 
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Selon ces deux observations, il est possible de supposer que la production d’acide acétique résulte 
d’un différentiel entre les différents flux associés au métabolisme du propionate : à savoir son catabolisme 
en acétyl-CoA et son utilisation en tant que précurseur du cétovaléryl-CoA, de la biomasse et du 
métabolisme énergétique. En présence d’un excès de propionate, il semblerait que lorsque la demande 
anabolique (carbonée et énergétique) est fortement réduite suite à une inhibition, le contrôle de son 
assimilation soit insuffisant pour ajuster le flux de consommation à la demande de biosynthèse de PHA et 
que la redistribution de l’acide propionique vers la synthèse d’hydroxyvalérate se fasse avec un temps de 
réponse très grand avant l’obtention d’un régime équilibré de métabolisation de cet acide. 
Des excrétions de métabolites intermédiaires ont également été constatées dans d’autres travaux : 
- notamment d’acide propionique et dans une moindre mesure d’acide acétique par Park et 
Damodaran 1994b avec la souche NCIMB 12080 en utilisant le Propanol comme source 
carbonée 
- ou de pyruvate par Lee et al. 1994 avec la souche NCIMB 11599 que ce soit sur acide 
propionique seul (pour des concentrations supérieures à 6 g.L-1) comme sur glucose et acide 
propionique (pour des concentrations en acide propionique supérieures à 4 g.L-1) 
Dans notre cas, une excrétion de pyruvate n’a pas été mise en évidence. Il semblerait que selon les 
souches, pour un même substrat, les “goulots d’étranglement” au niveau du métabolisme soient différents. 
 
Figure 64 : Culture C (Acide Propionique), évolution de l’acide propionique résiduel (g.L-1), de l’acide acétique excrété (g.L-1) et 
du rapport acide acétique excrété sur acide propionique accumulé (Mole.Mole-1) 
 Conclusion 
L’acide propionique est très inhibiteur comparé aux deux autres acides étudiés. Cela pourrait 
s’expliquer par une inhibition spécifique des fonctions métaboliques qu’il reste à étudier. 
L’acétyl-CoA semble être un intermédiaire clef du métabolisme au carrefour du catabolisme des 
substrats, de l’anabolisme et de la synthèse des PHA. Le moindre overflow semble se caractériser par une 
excrétion d’acide acétique. Il semblerait qu’en condition de croissance, l’entrée du substrat dans la cellule 
soit mieux régulée pour limiter ce type de phénomène alors qu’en conditions de production de PHA, 
l’overflow peut-être plus important. 
Enfin un phénomène d’assimilation préférentielle d’un substrat ou d’antagonisme entre les voies de 
métabolisation des différents substrats a été mis en évidence. 
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L’étude de ces différents aspects est très difficile à réaliser expérimentalement en mode Fed-batch 
du fait des variations dynamiques de la demande biologique relevant en grande partie de l’évolution de 
masse catalytique soumise à des limitations multiples et à des effets inhibiteurs. Les analyses cinétiques qui 
pourraient en être faites ne permettraient guère de dissocier les relations de cause à effet entre les différents 
mécanismes identifiés : limitations, métabolismes antagonistes et/ou préférentiels, inhibitions. Notre choix 
expérimental s’est tourné vers des études en mode continu dans des conditions physiologiques initiales 
stabilisées afin de qualifier et de quantifier ces différents effets. Les expérimentations réalisées dans ce but 
sont présentées dans la Partie III - I III qui suit. Les études seront axées sur le suivi des réponses 
dynamiques de C. necator dont le métabolisme aura été préalablement stabilisé lors d’un régime permanent 
en présence un excès de substrat et ce sur substrat unique ou multi substrats. 
III CONDITIONS OPERATOIRES EN CULTURES CONTINUES (CULTURES H ET I) 
Afin d’approfondir les problématiques liées aux effets inhibiteurs des acides et des antagonismes de 
catabolismes révélés par les expérimentations de type Fed-Batch, le choix de la mise en œuvre s’est orienté 
vers les cultures en chemostat limitée en substrat carboné et éventuellement en phosphore. Cela permet de 
stabiliser d’une part la composition intracellulaire en phosphore et le taux d’accumulation en PHA d’autre 
part. 
III.1 MODE DE CONDUITE 
Pour les deux cultures en chemostat réalisées, le flux de carbone appliqué pour atteindre le régime 
permanent est limitant (substrat résiduel nul) et est constitué exclusivement d’acide butyrique. Il a été choisi 
comme référence car c’est la source carbonée de choix pour la croissance comme pour la production de 
PHA notamment en termes de rendement carbone comme démontré précédemment. 
Pour l’expérimentation “chemostat H”, dédiée à la seule étude de l’inhibition de la croissance liée 
aux acides faibles, il a été choisi de se placer dans des conditions de production de biomasse uniquement, 
lors du régime permanent, donc en présence d’un excès de phosphore résiduel. 
Pour le chemostat I, il a été choisi de se placer dans des conditions de production de biomasse et de 
PHA et donc d’imposer une limitation en phosphore en plus de la limitation carbone tout en prévenant toute 
autre limitation nutritionnelle (N, O2…) pouvant apparaître pour un accroissement de l’activité de la biomasse 
lié à l’apport de carbone lors des régimes transitoires. 
Une fois le régime permanent atteint, le régime transitoire est induit par un brusque excès de 
carbone apporté sous forme d’un ajout brusque d’acide de type pulse. Ces “pulses“ sont réalisés soit avec le 
substrat contrôlant le régime permanent : l’acide butyrique, soit avec un autre substrat : l’acide propionique 
ou l’acide acétique. Dans ce dernier cas, une problématique de multi-substrat s’ajoute aux problématiques 
d’inhibition. Les conditions de cultures des deux chemostats sont récapitulées sur la Figure 65. 
Flux Carbone limitant (A. Butyrique)
Excès Phosphore
Flux Carbone limitant (A. Butyrique)
Flux Phosphore limitant
En conditions de Croissance En conditions de Croissance 
et de Production de PHA
Excès Carbone : pulses
Simple substrat :
A. Butyrique
Multi-substrat :
A. Acétique ou A. Propionique
Régime 
Permanent
ou
Culture H Culture I
Régimes 
Transitoires
 
Figure 65 : Schéma récapitulatif du mode de conduite des cultures continues 
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III.2 REGIMES PERMANENTS 
III.2.1 Choix des points de fonctionnement 
Le choix des points de fonctionnement des cultures n’a pu se faire qu’après les résultats cinétiques 
et stœchiométriques obtenus en Fed-Batch concernant les conditions de production de PHA tout en 
assurant le maintien d’une division cellulaire. En effet, celle-ci est indispensable à la pérennité d’un procédé 
continu simple étage pour lequel un taux de croissance est imposé par le taux de dilution sachant que 
division et production de PHA sont partiellement découplées. Ces données seront présentées dans la Partie 
III-II. 
Ainsi le taux dilution maintenu pour le chemostat H est de 0,190 h-1 ± 0,006 h-1 est bien inférieur au 
taux maximal de croissance de la souche de 0,33 h-1. Alors que pour le chemostat I, le taux de dilution choisi 
(soit le taux division des cellules) est de l’ordre de 0,07 h-1 ce qui correspond à un taux de phosphore sur 
carbone de l’ordre de 4,5 mMole.Cmole-1 (Cf. Figure 77 p. 123) et un pourcentage de PHB de 27 à 30 % en 
Cmole.Cmole-1 soit 24 à 27 % en g.g-1 (Cf. Figure 73 p.120). Le taux de PHA en régime permanent est 
relativement faible par rapport à la capacité maximale d’accumulation des PHA de 80-90%. Il laisse donc 
une possibilité d’accumulation durant les pulses carbonés de manière à limiter au maximum l’altération du 
potentiel de biosynthèse par un taux d’accumulation excessif. De plus ce taux de dilution de 0,07 h-1 a été 
choisi car il correspond à l’optimum pour la production de PHA en termes de vitesse spécifique (d’après les 
résultats en Fed-Batch et le modèle cinétique développé Partie III - II II.1 p.115). 
III.2.2 Caractérisation des régimes permanents 
Les caractéristiques de la biomasse ainsi que les rendements et coefficients respiratoires mesurés 
en régime permanent sont présentés dans le Tableau 35 suivant. Le chemostat H mené à un taux de dilution 
de 0,190 h-1 ± 0,006 h-1 est stabilisé à une concentration en biomasse totale de 8,34 ± 0,41 g.L-1 comportant 
2 ± 0,8 % de PHB. 
Concernant le chemostat I, mené à un taux de dilution de 0,068 h-1 ± 0,005 h-1, la maîtrise du rapport 
phosphore sur carbone a permis l’obtention de pourcentages en PHA se situant dans l’intervalle de 
prédiction donné par les cultures Fed-Batch (Cf. Figure 73 p.120) soit :  
- pour un P/C appliqué de 4,496 mMole.Cmole-1 ± 0,040 jusqu’à 283 h (Régime permanent 1 ou 
RP1), le taux de PHB associé est de 26,7% ± 1,0 % (g.g-1) avec une concentration en biomasse 
totale de 8,01 ± 0,16 g.L-1 
- puis pour un P/C appliqué de 4,307 mMole.Cmole-1 ± 0,069 jusqu’à 554 h (Régime permanent 2 
ou RP2) le taux de PHB associé est de 37,1% ± 1,2 % (g.g-1) avec une concentration en 
biomasse totale de 8,01 ± 0,16 g.L-1 
L’objectif de l’expérimentation était de travailler avec un seul rapport P/C, le changement de régime 
permanent est uniquement lié au renouvellement de l’alimentation en phosphore dont la concentration s’est 
avérée très légèrement différente. Ainsi une variation de 4% sur le rapport phosphore sur carbone a été 
constatée, entraînant une variation de 38% sur le taux d’accumulation. Ces résultats montrent bien que la 
maîtrise de la limitation phosphore est primordiale pour le contrôle du taux d’accumulation. 
Une augmentation nette du pool protéique est associée à la limitation phosphore. Le taux de 
protéines dans la biomasse résiduelle peut aller jusqu’à 90% en fin de culture pour les Fed-Batch. Cette 
observation avait déjà été réalisée par Aragao (1996) pour des cultures à partir de Glucose. 
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Tableau 35 : Caractéristiques de la biomasse, rendements et coefficients respiratoires mesurés en régime permanent lors des 
chemostats H et I 
Chemostat H Chemostat I 
 Unité Régime permanent 
(14 mesures) 
RP1 : 115 à 145 h 
(5 mesures) 
RP2 : 289-554h 
(10 mesures) 
Taux de dilution réalisé h-1 0,190 ± 0,006 0,068 ± 0,005 0,068 ± 0,005 
P/C imposé Mole.Cmole-1 XXX  4,496 ± 0,040 4,307 ± 0,069 
Biomasse totale (Xt) g.L-1 8,34 ± 0,41 8,01 ± 0,16 8,33 ± 0,35 
PHB g.L-1 0,17 ± 0,06 2,06 ± 0,09 3,09 ± 0,21 
Biomasse résiduelle (Xr) g.L-1 8,19 ± 0,07 5,96 ± 0,08 5,24 ± 0,18 
% PHB g.g-1 2,0 ± 0,8 26,7 % ± 1,0 37,1 % ± 1,2 
% Protéines dans Xr g.g-1 63,9 % ± 0,8 69,5 % ± 1,1 72,2 % ± 2,3 
QR Cmole.Mole-1 0,63  0,66  0,68  
RS,X Cmole.Cmole-1 0,66 ± 0,02 0,46 ± 0,03 0,38 ± 0,03 
YS,X exp(1) Cmole.Cmole-1 0,66 ± 0,03 nc  nc  
RS,PHB Cmole.Cmole-1 0,01 ± 0,01 0,18 ± 0,02 0,24 ± 0,04 
YS,PHB exp(2) Cmole.Cmole-1 nc  0,60 ± 0,02 0,56 ± 0,08 
RP,X Cmole.Mole-1 62  99  90  
bilan carbone vérifié à Cmole.Cmole-1 105% ± 2 102% ± 1 101% ± 3 
bilan rédox vérifié à  107% ± 4 100% ± 1 97% ± 4 
(1)
 calcul réalisé : 
 théo,
exp  ,
PHBS
PHB
S
XS
Y
q
q
µY
+
=
avec YS,PHB théo = 0,67 d’après la Partie III - III III.3 
(2)
 calcul réalisé : 
 théo,
exp  ,
XS
S
PHB
PHBS
Y
µq
q
Y
+
=
avec YS,X théo = 0,66 d’après la Partie III - III II.3  
Le rendement en biomasse massique est identique au rendement théorique limite calculé et 
modélisé. Le rendement expérimental de production de biomasse à partir du phosphore est estimé en 
croissance à 62 Cmole.Mole-1 en accord avec la valeur moyenne issue des cultures de type Fed-Batch 
voisine de 67 Cmole.Mole-1 ± 9. En phase d’accumulation de PHA, il est plus élevé et estimé à 99 et 
90 Cmole.Mole-1 selon le régime permanent considéré soit environ 1,5 fois celui calculé en métabolisme 
unique de croissance. 
III.3 REGIMES TRANSITOIRES INDUITS PAR DES PULSES 
III.3.1 Pulses réalisés 
Quinze pulses d’acides ont été réalisés au cours du chemostat H et quatorze au cours du chemostat 
I (Cf. Tableau 37) par injection de solutions de sel de sodium des différents acides. Le pH de ces solutions 
stérilisées par filtration (0,2 µm), a été ajusté afin d’en minimiser les variations dans le moût de culture (Cf. 
Tableau 36). 
Tableau 36 : Solutions de sels d'acides utilisées pour les pulses réalisés pendant le Chemostat H et I 
Culture Solution Concentration (g d'acide/L) pH ajusté à 
Acétate de Sodium 265 6,9 
Propionate de Sodium 315 6,9 Chemostat H 
Butyrate de Sodium 315 non ajusté 
Acétate de Sodium 1 260 7,56 
Acétate de Sodium 2 261 7,00 
Acétate de Sodium 3 261 7,11 
Acétate de Sodium 4 260 7,11 
Propionate de Sodium 155 7,18 
Chemostat I 
Butyrate de Sodium 311 7,01 
Partie III – I.   Quantification macroscopique de l’ensemble des cultures réalisées en Bioréacteur 
 
 
 
Document confidentiel   107 
 Gammes couvertes 
Une gamme de 9 à 111 mMole.L-1 (soit 0,80 à 9,81 g.L-1) d’acide a été couverte pour l’acide 
butyrique. Avec l’acide acétique, une gamme équivalente à celle de l’acide butyrique a été étudiée pour le 
chemostat I, pour le chemostat H le maximum testé a été de 76 mMole.L-1. Concernant l’acide propionique, 
la gamme d’étude a dû être fortement réduite comparativement  aux deux acides précédents (1-10mM soit 
0,07 à 0,76 g.L-1) du fait de son caractère fortement inhibiteur observé lors des Fed-Batch (Cf. p 100) 
La perturbation réalisée en terme de carbone supplémentaire apporté peut être élevée puisque le 
carbone apporté par le pulse peut représenter jusqu’à 90 % du carbone apporté en continu par l’alimentation 
(Cf. Tableau 37 et Tableau 38). 
 
Tableau 37 : Liste des pulses d’acides gras volatils réalisés au cours du Chemostat H avec leurs concentrations respectives 
(en g.L-1, mMole.L-1 et mCmole.L-1), et le rapport concentration du pulse sur concentration en acide butyrique dans 
l’alimentation continue (Cmole.Cmole-1) avec 495 mCmole.L-1 en alimentation 
Temps 
initial 
(h) 
n° 
pulse Acide injecté 
Concentration 
g.L-1 
Concentration 
mMole.L-1 
Concentration 
mCmole.L-1 
Rapport 
Cmole.Cmolealim-1 
190 A Butyrique 0,766 9 35 7 % 
197 B Butyrique 0,781 9 35 7 % 
239 C Butyrique 2,416 27 110 22 % 
247 D Butyrique 2,854 32 130 26 % 
268 E Butyrique 4,529 51 206 42 % 
286 F Butyrique 7,165 81 325 66 % 
309 G Butyrique 5,901 67 268 54 % 
334 H Butyrique 9,813 111 445 90 % 
360 I Acétique 0,557 9 19 4 % 
385 J Acétique 0,565 9 19 4 % 
403 K Acétique 1,941 32 65 13 % 
413 L Acétique 3,480 57 116 23 % 
431 M Acétique 4,600 76 153 31 % 
480 O Propionique 2,578 35 104 21% 
 
Tableau 38 : Liste des pulses d’acides gras volatils réalisés au cours du Chemostat I avec leurs concentrations respectives 
(en g.L-1, mMole.L-1 et mCmole.L-1), et le rapport concentration du pulse sur concentration en acide butyrique dans 
l’alimentation continue (Cmole.Cmole-1) avec 525 mCmole.L-1 en alimentation 
Temps 
initial 
(h) 
n° 
pulse Acide injecté 
Concentration 
g.L-1 
Concentration 
mMole.L-1 
Concentration 
mCmole.L-1 
Rapport 
Cmole.Cmolealim-1 
146 A Butyrique 0,868 10 39 7 % 
262 C Butyrique 2,629 30 119 23 % 
309 D Butyrique 4,384 50 199 38 % 
358 E Butyrique 9,123 104 414 79 % 
406 F Acétique 0,652 7 15 3 % 
453 G Acétique 1,887 31 63 12 % 
480 H Acétique 3,000 50 100 19 % 
524 I Acétique 6,504 108 217 41 % 
578 J Propionique 0,305 4 12 2 % 
599 K Propionique 0,070 1 3 1 % 
606 L Propionique 0,203 3 8 2 % 
III.3.2 Exemple d’évolution de mesures en ligne et hors ligne au cours d’un régime transitoire 
La dynamique du régime transitoire faisant suite à un ajout d’acide peut être évaluée par le suivi de 
différentes variables en ligne : 
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- la concentration en oxygène dissous : les expérimentations étant réalisées à coefficient de 
transfert d’oxygène constant, l’augmentation de la respiration se traduit par un accroissement du 
potentiel de transfert (diminution de la pO2) (Cf. Figure 67) 
- la vitesse de respiration et le coefficient respiratoire (QR) grâce à l’analyse des gaz 
- le flux de liquide correcteur de pH alcalin qui est ralenti voire stoppé durant la phase de 
consommation des acides ajoutés 
Deux mesures hors-lignes permettent d’avoir rapidement une information sur la consommation de 
l’acide et de sa transformation en produit :  
- la mesure de l’acide résiduel sur un échantillonnage à haute fréquence et de faible volume 
réalisé grâce à la mise en place d’une boucle de recirculation du moût de fermentation équipée 
d’un filtre tangentiel et d’un collecteur dont le paramétrage permet de minimiser les interférences 
sur le régime hydraulique du chémostat  
- la mesure de la densité optique sur le moût de fermentation afin d’avoir une estimation de 
l’évolution de la biomasse totale. 
Après la réalisation de toutes les analyses nécessaires, l’évolution de la biomasse, des PHA et de 
l’acide résiduel peut être visualisée (exemple pour le pulse C du chemostat I sur la Figure 66). 
Le régime transitoire induit se décompose en deux phases principales : 
- La première correspond à la consommation de l’acide en excès dans le réacteur, caractérisée 
par un accroissement important de la vitesse de consommation de substrat, une production de 
biomasse totale (PHA et / ou biomasse résiduelle). 
- La seconde est un retour au régime permanent pour les variables abiotiques mais également 
biotique à savoir retour au taux de PHA, au taux de phosphore dans la biomasse résiduelle aux 
teneurs nominales du régime permanent. Ces teneurs ne sont pas estimables au cours de la 
culture. Le retour au régime permanent est considéré acquis quand les valeurs nominales de 
respiration (pO2, pourcentage d’O2 et de CO2 dans les gaz de sortie), de coefficient respiratoire 
et de biomasse totale sont retrouvées. Le régime permanent est en général atteint à nouveau 
deux temps de séjours après la fin du pulse. Pour les pulses de très faible concentration (< 0,5 
g.L-1) un seul temps de séjour est suffisant. 
 
 
Figure 66 : Chemostat I pulse C, exemple d’évolution de la concentration en biomasse et en acide butyrique résiduel au cours 
d’un pulse (les pointillés indiquent l’épuisement de l’acide butyrique résiduel) 
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Figure 67 : Chemostat I pulse C, exemple d’évolution de la pression partielle en oxygène dans le milieu (pO2 en %) et du 
coefficient respiratoire (QR en Cmole.Mole-1) au cours d’un pulse (les pointillés indiquent l’épuisement de l’acide butyrique 
résiduel) 
IV CONCLUSIONS 
Dans cette partie, toutes les expérimentations réalisées ont été décrites, les résultats détaillés seront 
repris dans les différentes parties pour une analyse globale et synthétique. 
La première phase d’étude a été réalisé via des cultures discontinues alimentées (Fed-Batch) qui 
permettent, par un apport contrôlé de la source de carbone, de s’affranchir des effets inhibiteurs des acides 
organiques en maintenant leurs concentrations résiduelles en deçà de valeurs critiques tout en obtenant des 
titres en produits suffisamment élevés pour une quantification fiable (concentrations élevées). Le Fed-Batch 
permet ainsi d’étudier les dynamiques de croissance et de production de PHA, et de déterminer les 
capacités maximales de la souche tout en bénéficiant de l’historique cellulaire des évènements vécus par les 
micro-organismes. Ainsi il est possible d’aller aux limites de l’accumulation et de travailler à taux de 
croissance nul (carence). Ces cultures ont été menées dans des conditions performantes de production : 
jusqu’à 66 g.L-1 de biomasse totale ont été atteints avec un pourcentage d’accumulation massique de 88% 
en PHB -PolyHydroxyButyrate- ou en PHB-co-HV -PolyHydroxybutyrate-co-HydroxyValerate- comportant 
jusqu’à 52% de motifs d’HV. Ces cultures ont également permis d’explorer l’influence du degré de limitation 
en phosphore sur la production de PHA. Les sources de carbone ont été étudiées une par une afin de 
constituer un référentiel cinétique et stœchiométrique dont l’analyse globale est présentée dans les deux 
parties suivantes (Partie III - II et Partie III - III ). Une attention particulière a été portée à l’acide propionique 
aussi bien en tant que substrat unique que en tant que co-substrat afin d’explorer les mécanismes contrôlant 
la production de PHB-co-HV, polymère d’intérêt industriel. Ces résultats sont présentés dans la Partie III - V . 
Ces cultures Fed-Batch ont aussi permis de dégager de premiers indices concernant les 
problématiques d’inhibitions dues aux substrats, de substrats préférentiels ou d’antagonismes qui ne 
peuvent être étudiés correctement que lors de cultures continues (ou chemostat). En effet ce dispositif 
présente l’avantage de s’affranchir de l’historique cellulaire et de stabiliser le micro-organisme dans un 
métabolisme choisi. Ainsi l’étude de régimes transitoires induits par des brusques excès de substrat de type 
pulse peut être effectuée en oblitérant tout effet cumulatif dû aux perturbations précédentes. Le mode 
opératoire présenté dans cette partie a été appliqué aussi bien en condition de croissance (phosphore en 
excès) qu’en conditions de production de PHA (phosphore limitant avec un rapport P/C dans l’alimentation 
fixé). L’ensemble des résultats obtenus sont détaillés dans la Partie III - IV . 
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PARTIE III - II  CARACTERISATION CINETIQUE DE 
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Les cinétiques de croissance et de production de PHA sont étudiées grâce aux cultures de type de 
Fed-Batch. Seul ce type de conduite offre une flexibilité suffisante et permet de s’affranchir des effets 
inhibiteurs des acides organiques. Le premier objectif est la détermination des paramètres cinétiques 
maximaux hors limitation et hors inhibition. L’impact de la limitation nutritionnelle et de l’accumulation sur le 
taux de croissance et sur la production de PHA sera ensuite étudié. La capacité des cellules à se diviser 
sera également caractérisée puisque ce paramètre est déterminant pour la réalisation de cultures continues. 
I DETERMINATION DES CAPACITES MAXIMALES DE LA SOUCHE 
I.1 PRODUCTION DE BIOMASSE 
Avec comme substrat carboné l’acide butyrique et l’acide acétique, les vitesses spécifiques de 
croissance sont similaires (0,33 et 0,32 h-1 cf. Tableau 39) et supérieures à celles reportées dans la 
littérature soit 0,26 à 0,30 h-1 avec comme substrat l’acide acétique (Cf. Tableau 39). 
Sur acide propionique, la vitesse spécifique de croissance est réduite à 0,26 h-1 et identique à celle 
mesurée par Kim et al. 1992. Néanmoins, l’acide propionique étant très inhibiteur, cette valeur est peut-être 
sous-estimée. En effet pendant cette phase de croissance, la concentration en acide propionique résiduel 
était généralement comprise entre 0,1 et 0,5 g.L-1 soit dans la plage d’inhibition qui est constatée dès 0,1-0,2 
g.L-1. En considérant les résultats de Kim et al. 1992 qui décrivent l’évolution du taux de croissance en 
fonction de la concentration en acide propionique, le formalisme suivant peut être utilisé : 
1]Pr..[64,0max +−= moyenresopA
µµ  Eq. 50 . Il nous permet de calculer un taux de croissance maximal 
de 0,33 h-1 similaire à ceux mesurés avec l’acide acétique et l’acide butyrique en considérant comme valeurs 
les moyennes obtenues lors de nos cultures : 
moyenresopA ]Pr.[ = 0.336 g.L-1 et µ=0,26 h-1. 
Les vitesses spécifiques maximales de consommation de substrat correspondantes à ces taux de 
croissance sont variables de 0,22 Mole.Cmole-1.h-1 à 0,39 Mole.Cmole-1.h-1. L’assimilation du substrat ne 
semble pas être l’étape limitant la croissance, il semble plutôt qu’elle soit régulée pour un potentiel 
anabolique équivalent à un taux de croissance maximal de 0,33 h-1 pour l’ensemble des substrats étudiés. 
Des taux de croissance supérieurs (de 0,39 à 0,49 h-1) ont été obtenus dans la bibliographie sur d’autres 
substrats tels que l’acide lactique, l’acide benzoïque ou le protocatéchuate (Cf. Tableau 40). Toutefois ces 
dernières valeurs ont été établies à partir de mesures de densité optique représentatives de la biomasse 
totale et d’une corrélation unique la liant à la masse sèche faisant abstraction des modifications 
morphologiques pouvant être induites par la diversité des substrats et du devenir du carbone en particulier 
de la synthèse de PHA. Il est donc possible qu’ils aient été surestimés. 
 
Tableau 39 : Vitesses spécifiques maximales de croissance en fonction du substrat carboné et vitesse spécifique de 
consommation du substrat correspondante 
µmax qS 
n° Substrat carboné 
h-1 Cmole.Cmole-1.h-1 Mole.Cmole-1.h-1 
A Acide Butyrique 0,33 ± 0,01 0,88 ± 0,12 0,220 ± 0,030 
C Acide Propionique 0,26 ± 0,01 1,03 ± 0,12 0,343 ± 0,040 
E Acide Acétique 0,32 ± 0,01 0,78 ± 0,13 0,390 ± 0,065 
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Tableau 40 : Taux de croissance maximums référencés dans la bibliographie en fonction des substrats 
µmax Substrat carboné 
h-1 
Référence 
0,25  Aragao 1996 
Glucose 
0,26  Gaudin 1998 
Acide Propionique 0,26  Kim et al. 1992 
Acide Valérique et Butyrique 0,26  Shimizu et al. 1999 
Acide Lactique 0,40  Aragao 1996 
0,30 ± 0,01 Ampe et Lindley 1995 
0,27  Aragao 1996 Acide Acétique 
0,26  Wang et Yu 2000 
Acide Benzoïque 0,39 ± 0,01 Ampe et al. 1996 
Protocatéchuate 0,49  Ampe et al. 1996 
Ethanol 0,32  Park et Damodaran 1994b 
Propanol 0,32  Park et Damodaran 1994a 
I.2 PRODUCTION DE PHA 
Les vitesses spécifiques maximales de production de PHB sont voisines pour l’acide butyrique et 
l’acide acétique avec des valeurs respectives de 0,065 et 0,072 Mole.Cmole.h-1 (soit de 0,26 à 0,29 
Cmole.Cmole.h-1).Par contre la synthèse de PHB-co-HV à partir d’acide propionique est plus lente avec une 
vitesse spécifique maximale de 0,054 Mole.Cmole.h-1 (Cf. Tableau 41). Néanmoins, du fait de la haute 
toxicité de l’acide propionique cet optimum est difficile à établir car il est difficile de maintenir le système 
dans des conditions d’apport en substrat non limitantes et non inhibitrices. 
La valeur maximale de la vitesse spécifique de production de PHB ou de PHB-co-HV de 0,29 
Cmole.Cmole.h-1 est en accord avec Shimizu et al. 1999 qui mesurent pour leur part 0,27 à 
0,29 Cmole.Cmole.h-1 avec comme substrat de l’acide valérique et de l’acide butyrique, avec Park et 
Damodaran 1994b qui mesurent 0,29 Cmole.Cmole-1.h-1 avec de l’éthanol comme substrat et avec Aragao 
(1996) qui mesure 0,27 Cmole.Cmole.h-1 avec comme substrat l’acide acétique (Cf. Tableau 42). Ces 
vitesses maximales sont, en général, maintenues sur plusieurs heures (exemple sur la Figure 50). Toutefois 
des vitesses spécifiques de production de PHB plus élevées ont pu être mesurées, en excès de substrat, 
pendant des périodes courtes (< 2 heures) et peuvent atteindre 0,34 Cmole.Cmole-1.h-1 au cours de pulses 
d’acides butyrique pendant le chemostat I et 0,35 Cmole.Cmole-1.h-1 pendant le Fed-Batch G (Cf. Figure 58). 
Ces valeurs maximales sont en accord avec le maximum enregistré dans la bibliographie de 0,36 
Cmole.Cmole-1.h-1 (soit 0,09 Mole.Cmole-1.h-1) sur acide lactique par Aragao (1996). 
En s’intéressant uniquement à la vitesse spécifique de production des motifs d’HV, le maximum 
enregistré est de 0,026 Mole.Cmole.h-1 (soit 0,13 Cmole.Cmole.h-1) ce qui est 2,8 fois plus faible que pour du 
PHB pur. Peu d’informations sont disponibles dans la bibliographie concernant cette vitesse spécifique 
maximale de production de motifs d’HV. Seules des valeurs plus faibles ont pu être recensées : Kim et al. 
1992 obtiennent 0,08 Cmole.Cmole-1.h-1, Aragao (1996) obtient 0,06 Cmole.Cmole-1.h-1. Les conditions de 
production de PHV pur à partir d’acide propionique sont une carence avancée en phosphore avec une 
absence de croissance résiduelle, elles seront développées dans la Partie III - IV . Toutefois, à ces 
conditions drastiques de biosynthèse est associée une altération de la capacité globale de production des 
PHA en termes de rendement et de vitesse spécifique, ainsi,la vitesse spécifique maximale de production 
d’HV par la PHA synthase est difficile à évaluer. 
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Tableau 41 : Vitesses spécifiques maximales de production de PHB, de PHV et de PHA en fonction du substrat carboné ainsi 
que la vitesse spécifique de consommation de substrat associée. 
qPHB max qPHV max qPHA max qS 
n° 
Substrat 
carboné Cmole.Cmole
-1 
.h-1 
Cmole.Cmole-1 
.h-1 
Cmole.Cmole-1 
.h-1 
Mole.Cmole-1 
.h-1 
Cmole.Cmole-1 
.h-1 
Mole.Cmole-1 
.h-1 
A Acide Butyrique 0,24 0,00 0,24 0,060 0,85 0,21 
B Acide Butyrique 0,26 0,00 0,26 0,065 0,40 0,10 
C Acide Propionique 0,11 0,13 0,24 0,054 0,50 0,17 
D Acide Propionique 0,12 0,08 0,20 0,046 0,37 0,12 
E Acide Acétique 0,29 0,00 0,29 0,072 0,39 0,20 
F Acide Acétique 0,24 0,00 0,24 0,060 0,54 0,27 
 
Les vitesses de consommation des substrats associées aux vitesses de production maximales sont 
plus élevées en croissance qu’en production de PHA, en accord avec les rendements plus élevés obtenus 
en production de PHA qu’en production de biomasse (Partie III - III ). Indifféremment de la nature du 
substrat, sous régime métabolique régulé, il semble que ce soit les potentiels anabolique et de biosynthèse 
des PHA qui limitent la métabolisation des sources carbonées et non pas les capacités de leur assimilation. 
 
Tableau 42 : Vitesses spécifiques maximales de production de PHB référencées dans la bibliographie en fonction des 
substrats 
qPHB max Substrat carboné 
Cmole.Cmole-1.h-1 
Référence 
0,24 Aragao 1996 
Glucose 
  0,11* Ramsay et al. 1990a 
Acide Lactique 0,36 Aragao 1996 
Acide Acétique 0,27 Aragao 1996 
      * 0,14 g.gProt-1.h-1 en considérant 65% de protéines 
 
Tableau 43 : Vitesses spécifiques maximales de production de PHB-co-HV référencées dans la bibliographie en fonction des 
substrats 
qPHB-co-HV max Substrat carboné 
Cmole.Cmole-1.h-1 
Référence 
Ethanol 0,29 Park et Damodaran 1994b 
Glucose + Acide Propionique   0,04* Ramsay et al. 1990a 
A. Valérique + A. Butyrique (50% - g.g-1) 0,27-0,29 Shimizu et al. 1999 
      * 0,05 g.gProt-1.h-1 en considérant 65% de protéines 
II REPARTITION DU CARBONE ENTRE PRODUCTION DE PHA ET CROISSANCE 
II.1 MODELE CINETIQUE : RELATION ENTRE VITESSE SPECIFIQUE DE PRODUCTION DE PHA ET 
TAUX DE CROISSANCE 
Pour les cultures non limitées en flux carboné (A, C, E), il semble qu’à même taux de croissance, la 
vitesse spécifique de production de PHA soit plus élevée sur l’acide butyrique qu’avec l’acide acétique et 
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qu’avec l’acide propionique (Cf. Figure 68). Pour ces conditions expérimentales, l’évolution du taux de 
croissance ainsi que la production de PHA est en partie sous contrôle de la limitation en phosphore mais 
également dépendante dans certains cas d’une inhibition. Cette inhibition est liée aux commandes non 
limitantes appliquées. Elle est variable d’un acide à l’autre et d’intensité plus ou moins marquée selon leurs 
concentrations résiduelles. Ces cultures s’éloignent donc des conditions de notre étude centrée sur la seule 
influence de la limitation phosphorée. 
 
Figure 68 : Vitesse spécifique de production de PHA (qPHA) en fonction de taux d'accroissement de la biomasse résiduelle (µ) 
pour les cultures A, C et E (non limitées en flux carboné) 
Pour les cultures B, D, F, les vitesses spécifiques de production de PHA peuvent être limitées par 
l’apport de substrat mais ces cultures ont été conduites en tentant de se placer au maximum des capacités 
d’assimilation sans accumulation inhibitrice d’acide dans le milieu. L’exploitation de ces résultats comme 
étant les vitesses maximales obtenues pour un taux de croissance donné sous le seul contrôle du taux 
intracellulaire en phosphore peut donc se justifier. 
En regroupant l’ensemble des données cinétiques obtenues pour ces trois cultures Fed-Batch sur la 
Figure 69, il est possible de dégager qu’un taux élevé de croissance ne peut pas être associé à un fort taux 
d’accumulation, et réciproquement. Ceci est visible malgré la dispersion des points qui résulte probablement 
de limitation carbonée temporairement trop importante. Deux tendances dans le comportement cinétique de 
production sont observées et peuvent être représentées par les équations suivantes : 
- Pour un taux de croissance inférieur à 0,072 h-1, 11,0 81,1 += µqPHA  Eq. 51  
- Pour un taux de croissance supérieur à 0,072 h-1, 31,0 96.0 +−= µqPHA  Eq. 52  
Les vitesses de production de PHB-co-HV sur acide propionique seul (triangles sur la Figure 69), 
restent en deçà de ce modèle. Mais comme expliqué dans la partie précédente, il est possible que le flux 
carboné apporté ait été un peu sous-estimé par rapport aux capacités maximales d’assimilation et ce, pour 
éviter toute inhibition. 
Ce type de réponse est similaire à celle observée pour une culture sur glucose en carence 
phosphore (Aragao 1996 cf. Figure 69) et peux s’expliquer en s’intéressant à la stœchiométrie des réactions 
et surtout à la disponibilité des voies pour la génération du NADPH2 (Cf. Partie III - III ). 
Pour comparaison les couples (µ, qPHA) obtenus pendant les deux régimes permanents du 
chemostat I, imposés par un flux de phosphore et par un flux de carbone limitant, ont été représentés sur la 
Figure 69. Les conditions choisies étaient le taux de croissance optimal pour permettre lors des pulses 
d’atteindre la vitesse maximale de production de PHA, de se placer pendant le régime permanent bien en 
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deçà des capacités maximales de biosynthèse de la souche pour obtenir une amplitude de réponse 
significative. Pour un même taux de croissance (µ), il est donc possible en ajustant le flux de carbone 
d’obtenir une vitesse spécifique de production de PHA comprise entre 0 et qPHA maximum donné par les 
relations qPHA = f(µ). Sous des conditions de contrôle du taux de croissance par une limitation en phosphore, 
le substrat est orienté préférentiellement vers le catabolisme énergétique et les voies anaboliques. Seule la 
fraction de carbone excédentaire pour la croissance serait redirigée vers la synthèse de polymère. Ainsi il 
est possible de prévoir le potentiel de production en fonction du potentiel de croissance sous le contrôle 
d’une limitation en phosphore et de la disponibilité en source carbonée. 
 
Figure 69 : Vitesse spécifique de production de PHA (qPHA) en fonction du taux d'accroissement de la biomasse résiduelle (µ) 
pour les cultures B, D et F (limitées en flux carboné), comparées à celle obtenue sur Glucose par Aragao (1996) 
II.2 ANALYSE DU TAUX D’ACCUMULATION INSTANTANE EN PHA 
II.2.1 Aspects théoriques 
La vitesse spécifique de production de PHA ramenée au taux de croissance apparent permet de 
rendre compte de la répartition du carbone entre production de PHA et réelle production de biomasse :  
µq
q
µ
q
PHA
PHA
app
PHA
+
=  Eq. 53 
Pour les cultures de type Fed-Batch, ce rapport est nommé taux d’accumulation instantané en PHA. 
Il représente le taux d’accumulation qui sera atteint en fin de culture si le ratio des vitesses spécifiques est 
maintenu constant : la fraction de PHA ramenée à la biomasse totale est PHA
PHAF
PHA Xr
=
+
 soit 
 0
 0
.
.
t
m PHAt
PHA t
m PHAt
r dt
F
r dt Xr
=
=
=
+
∫
∫
 où 
 m ir  sont les vitesses de réaction massique (en Cmole.h-1) avec comme 
origine des temps, le temps d’induction de la production de PHA, et Xr  la quantité de biomasse résiduelle 
produite en Cmole. 
Dans la mesure où les vitesses spécifiques de réaction sont maîtrisées et maintenues à des valeurs 
constantes (alimentation exponentielle), cette fraction évolue dans le temps selon l’expression suivante : 
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0
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=
= −∫  d’où 
(1 )
PHA
PHA
PHA µt
qF
µq
e−
=
+
−
 Eq. 54 
Ce ratio est nul en début de phase de production ( 0=t ) et tend asymptotiquement vers la valeur 
limite égale à lim PHAPHA
PHA
qF
q µ
=
+
 Eq. 55. Ce taux d’accumulation limite sera d’autant plus élevé que PHAq  
sera grand devant µ  et donc d’après les deux relations linéaires qPHA = f(µ) décrites dans le paragraphe 
précédent (Eq. 51 et Eq. 52), il est possible d’estimer son évolution en fonction du taux de croissance (Cf. 
Figure 70). Le taux d’accumulation maximum est égal à 1 pour des taux de croissance nuls. Il est purement 
théorique car associé à une non-production de biomasse. 
Pour les cultures continues en régime permanent limPHAF  représente réellement le potentiel 
d’accumulation dans la biomasse :  
Le flux d’accumulation volumique en polymère PHADXrq
dt
PHAd
PHA ..
)(
−= , conduit en régime 
permanent à
D
Xrq
PHA PHA .= . Le bilan sur la biomasse catalytique XrDXrµ
dt
Xrd
..
)(
−= , vérifie en régime 
permanent Dµ = . Ainsi le taux d’accumulation limite s’écrit limPHA
PHA
PHA
PHA Fµq
q
F =
+
=
 Eq. 56  
 
Figure 70 : Valeur limite de la fraction en PHA dans la biomasse ( )limPHAF  atteinte en fonction du taux de croissance (µ) 
appliqué selon le modèle cinétique représenté par les équations 51 et 52 
 
Le temps nécessaire pour atteindre un pourcentage de PHA fixé est donc d’après l’équation 54 : 
1 ln 1
1PHA
PHA
F
PHA PHA
µ F
t
µ q F
 
= − − 
− 
 Eq. 57  
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En prenant en compte les deux relations linéaires liant la vitesse spécifique de production au taux de 
croissance (Eq. 51 et Eq. 52), il est possible de calculer le taux d’accumulation en PHA instantané (Eq. 54) 
en fonction de la durée de la phase de production et du taux de croissance (Figure 73). Dans la zone de 
couplage partiel (µ < 0,07h-1), le temps nécessaire pour obtenir un pourcentage de PHA fixé sera d’autant 
plus élevé que le taux de croissance sera faible (Eq. 54). Ainsi pour atteindre un pourcentage de PHA de 
65% (Cmole.Cmole-1) il faut environ 11,4 h avec un taux de croissance de 0,07 h-1 alors qu’il faut 16,0 h pour 
un taux de croissance 10 fois plus faible de 0,007 h-1. Si le taux de croissance est de 0,11 h-1 soit 1,6 fois 
plus élevé, il faudra 68,1 h pour atteindre 65% de PHA et pour les taux de croissance supérieurs, ce taux ne 
sera jamais atteint (Cf. Figure 71). 
 
Figure 71 : Fraction de PHA dans la biomasse en fonction du taux de croissance et de la durée de la phase de production pour 
des cultures de type Fed-Batch 
 
Mais le pourcentage d’accumulation n’est pas le seul critère d’optimisation, la productivité globale 
( PHAQ ) doit être examinée également : 
( ). ( ) ( ). ( )( ) PHAPHA t
PHA
F Xr t PHA tF X tPHA tQ
t t t
+
= = =  or ( ) ( 0). µtXr t Xr t e= =  d’où 
( 0).
1
µt
PHA
PHA
PHA
F Xr t eQ
F t
=
=
−
, en combinant avec Eq. 54, il est obtenu : 
( )( 0). 1µtPHA
PHA
Xr t eqQ
µ t
= −
=
 Eq. 58 
La Figure 72 représente l’évolution de la production globale en fonction du taux de croissance et de 
la durée de la phase de production en considérant Xr(t=0) = 1 Cmole. Il parait donc plus intéressant de se 
placer à un taux de croissance le plus élevé possible tout en restant dans la zone permettant d’atteindre le 
pourcentage de PHA souhaité. Ainsi pour atteindre 65% de PHA : 
- avec un taux de croissance de 0,007 h-1, la productivité est de 0,13 Cmole.h-1 en 16,0 h 
- avec un taux de croissance de 0,07 h-1, la productivité est de 0,36 Cmole.h-1 soit 2,6 fois plus 
élevée pour une durée de fermentation de 11,4h soit 1,4 fois plus faible 
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Figure 72 : Productivité en PHA en fonction du taux de croissance et de la durée de la phase de production pour des cultures 
de type Fed-Batch, zoom sur la zone de couplage partiel (µ < 0,07 h-1) 
 
En termes d’optimisation de procédé, il conviendra d’associer à la productivité et au taux 
d’accumulation, un troisième paramètre d’importance, le rendement de conversion en produit. 
II.2.2 Confrontation aux résultats expérimentaux 
Pour les cultures en Fed-Batch avec une phase alimentée en phosphore, il est possible de relier 
l’évolution du taux d’accumulation limite ( limPHAF ) au rapport des vitesses de consommation du phosphore et 
du carbone (qP/qC) défini comme le critère de limitation le plus représentatif de nos conditions opératoires 
pour les phases d’accumulation alimentées en phosphore (Cf. Figure 73). Ainsi la répartition du carbone 
entre production de biomasse et de PHA apparaît comme pouvant être contrôlé par le ratio de 
consommation qP/qC. Ces valeurs déterminées en Fed-Batch ont permis de fixer les points de 
fonctionnement en termes de rapport Phosphore sur Carbone (P/C) à appliquer dans l’alimentation pour des 
cultures continues (avec double limitation Carbone, Phosphore) afin d’obtenir les taux d’accumulation 
choisis. Les points de fonctionnements réellement obtenus pour le chemostat I sont représentés sur la 
Figure 73. Ils font bien partis de l’intervalle de prédiction donné par les cultures Fed-Batch. 
 
Figure 73 : Taux d’accumulation instantané en PHA (FPHA) en fonction du rapport des vitesses spécifiques de consommation 
de phosphore et de carbone (qP/qC) pendant les phases alimentées en phosphore des différents Fed-Batchs. Points de 
fonctionnements obtenus pour chaque régime permanent du chemostat I. 
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III DIVISION ET ACCROISSEMENT DE LA BIOMASSE RESIDUELLE 
Comme précédemment mentionné, la pérennité d’une culture continue ne peut être assurée que si 
le taux de croissance (calculé sur une quantification massique de la biomasse) est réellement associé à une 
division cellulaire. Pour les taux de croissance relativement faibles envisagés pour les cultures en chémostat 
cette hypothèse doit être vérifiée. 
III.1 OBSERVATIONS 
D’après les observations microscopiques lors des différentes cultures sur substrat pur, une évolution 
marquée de la morphologie cellulaire entre les phases de croissance et les phases de production de PHA 
est constatée. Sur milieu défini avec comme source carboné les AGV, les cellules en croissance se 
présentent comme de petits bâtonnets d’environ 0,5 par 1,5 - 2 µm (Cf. Figure 74 A) en accord avec les 
mesures de Ballard et Senior 1987 (longueur moyenne de 1,75 µm et rapport longueur sur rayon de 7). Puis 
en accumulant des PHA, les cellules vont s’élargir (de l’ordre de 1,2 - 1,5 µm de large, cf. Figure 74 A et B), 
puis s’allonger jusqu’à atteindre des longueurs de 15 à 40 µm (Cf. Figure 74 C). Une granularité interne est 
visible sur les photographies prises en contraste de phase. 
 
Figure 74 : Photographie de cellules de Cupriavidus necator cultivées en fermenteur sur milieu minéral et AGV (Observation 
en contraste de phase x 1000) (A) pendant la phase de croissance, (B) pendant la phase d’accumulation à 20 h de culture avec 
une alimentation en phosphore (Fed-Batch B), (C) à 55 h de culture sans alimentation phosphore (Fed-Batch B) 
 
Cette évolution morphologique est différente de celle constatée par Ballard et Senior 1987 et 
Pedrosalio et al. 1985 pour qui les cellules deviennent plus sphériques. Ces cultures ont été réalisées avec 
du glucose ou fructose comme substrat carboné et avec une limitation azote au lieu d’une limitation 
phosphate. La nature de la limitation influencerait l’évolution morphologique des cellules liée à 
l’accumulation. 
La limitation en phosphore et l’accumulation de PHA semble donc conduire à un allongement des 
cellules et/ou à un processus de division cellulaire sans séparation de la cellule fille. Ces constatations nous 
ont conduits à réaliser des analyses complémentaires (comptages sur cellule de Thoma) afin de déterminer 
si, ce que l’on nommera une division (séparation des cellules filles), a encore lieu lors de la phase 
d’accumulation de PHA. 
Il a ainsi été mis en évidence que le taux de division des cellules n’est pas toujours corrélé au taux 
d’accroissement de la biomasse résiduelle. En effet, par exemple pour la culture B, pour des taux 
d’accroissement de la biomasse résiduelle inférieurs à 0,06 h-1, le taux de division diminue et devient nul 
(Cf. Figure 75). Il n’a pas été possible de relier ce phénomène au taux de phosphore par cellule ou au taux 
A B C 
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de phosphore dans la biomasse résiduelle, ces paramètres étant très dépendants du vécu des cellules et ne 
représentants pas la dynamique des événements rencontrés au cours de la culture. Néanmoins pour les 
phases alimentées en phosphore, il est possible de corréler taux de division et taux d’accroissement aux 
apports en phosphore et carbone (Cf. partie suivante). Par contre, il semble que le taux de PHA par cellule 
soit un élément déterminant : lors de la culture B, le taux de PHA par cellule est de 
0,033 ± 0,002 pCmole.cellule-1 quand la transition vers l’arrêt de la division s’amorce, lors de la culture G 
cela se produit pour un taux de PHA très proche de 0,029 ± 0,001 pCmole.cellule-1 alors que la teneur en 
croissance est de l’ordre de 0,010 pCmole.cellule-1. Pedrosalio et al. 1985 ont mesuré pour leur part une 
évolution du taux de PHA par cellule de 0,017 en début de culture à 0,096 pCmole.cellule-1 en fin de culture 
quand le taux de PHA est de 96 % (g.g-1). Dans le cas de la culture B, le taux de PHA par cellule final est 
trois fois plus important (0,283 pCmole.cellule-1 pour un taux de PHB dans la biomasse totale de 82 %). Ceci 
indique bien une grande différence de morphologie des cellules entre nos résultats et ceux de Pedrosalio et 
al. 1985 qui pourrait s’expliquer par la nature de la limitation appliquée. 
Le seuil de 0,03 pCmole.cellule-1 indiquant une altération des capacités de division correspond à une 
masse volumique des cellules qui devient supérieure ou égale à 1,13 kg.L-1 (mis en évidence par 
centrifugation isopycnique cf. Figure 76). Pedrosalio et al. 1985 ont également remarqué un arrêt de la 
division pour une masse volumique identique. Les cultures en mode chemostat ne seront donc possibles 
qu’en deçà de cette limite puisque pour la pérennité de ce système, une division doit être assurée. 
 
Figure 75 : Taux de division des cellules en fonction du taux d’accroissement de la biomasse résiduelle (Fed-Batch B) 
 
 
Figure 76 : Photographie des séparations sur gradient discontinu des cellules issues des échantillons à 38 et 40 heures de 
culture 
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III.2 TAUX DE CROISSANCE ET TAUX DE DIVISION EN FONCTION DES APPORTS EN PHOSPHORE ET 
CARBONE  
Comme évoqué préalablement, il n’est pas possible de se référer aux valeurs absolues de taux de 
phosphore intracellulaire pour quantifier le degré de limitation puisqu’il résulte d’une dynamique qui dépend 
du rapport des vitesses de consommations du phosphore par rapport au carbone (qP/qC). C’est ce paramètre 
qP/qC qui a été défini comme critère discriminant pendant les phases alimentées en phosphore. Ainsi d’après 
la Figure 77, plus le rapport qP/qC est faible et moins les cellules se divisent. Ce rapport qP/qC correspond en 
conditions limitantes au rapport phosphore sur carbone défini dans le flux d’alimentation et permet 
notamment de définir les conditions à appliquer en régime permanent comme par exemple pour le 
chemostat I où les deux points de fonctionnement appliqués sont représentés sur Figure 77. Le taux 
d’accroissement de la biomasse résiduel est lui aussi proportionnel au rapport des vitesses de 
consommation du phosphore et du carbone qP/qC (Cf. Figure 77). 
 
Figure 77 : Taux de division et taux de croissance en fonction du rapport entre vitesse de consommation du phosphore et 
vitesse de consommation du carbone (qP/qC) pour les phases alimentées en phosphore des cultures Fed-Batch B, D, F et G, et 
comparaison des points de fonctionnements imposés pour chaque régime permanent du chemostat I 
IV CONCLUSIONS 
Les études en Fed-Batch ont permis de démontrer que le taux de croissance et le taux de division 
ainsi que le pourcentage instantané de production de PHA peuvent être contrôlés par les apports en 
carbone et phosphore. Le paramètre de contrôle est le rapport des vitesses de consommation de ces deux 
éléments (qP/qC) ce qui correspond au rapport Phosphore sur Carbone (P/C) dans l’alimentation en 
conditions de double limitation. Les corrélations définies au cours des Fed-Batch ont permis de définir les 
points de fonctionnements à appliquer au cours des cultures continues avec succès. 
Il a été mis en évidence que le taux de division des cellules n’est pas toujours corrélé au taux 
d’accroissement de la biomasse résiduelle et que l’arrêt de la division semble se produire pour des taux de 
PHA par cellule supérieurs à 0,03 pCmole.cellule-1 en relation avec une masse volumique cellulaire qui 
devient supérieure à 1,13 kg.L-1. 
Les capacités maximales de la souche ont été caractérisées : 
- en conditions de croissance avec un taux de croissance maximal de 0,33 h-1 
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- en conditions de production de PHA avec une vitesse spécifique maximale de 
0,29 Cmole.Cmole-1.h-1 qui est associée à un taux de croissance de l’ordre de 0,07 h-1. Cet 
optimum constitue un point de fonctionnement idéal : il permet de produire des PHA à vitesse 
spécifique maximale tout en assurant en fin de culture un taux de PHA qui tend vers 80%. Le 
rapport qP/qC correspondant sera de l’ordre de 3 à 3,5 mMole.Cmole-1. 
Pour les taux de croissance supérieurs à 0,07 h-1, un découplage inverse est observé alors que pour 
les taux de croissance inférieurs, un couplage partiel est constaté. Ainsi conformément aux résultats obtenus 
par Aragao (1996), le maintien d’une croissance résiduelle est favorable au maintien d’une vitesse élevée de 
production de PHA. 
Les cinétiques de production sont un aspect important de l’optimisation de procédé mais il convient 
aussi d’examiner les stœchiométries de production afin de maximiser les rendements de conversion des 
substrats et de comprendre la distribution des flux dans la cellule. La partie suivante est donc consacrée à la 
caractérisation stœchiométrique du devenir du carbone aussi bien en condition de croissance et que de 
production de PHA. 
 
Partie III - III Caractérisation stoechiométrique du devenir du carbone chez Cupriavidus necator en l’absence d’effets inhibiteurs dus 
aux substrats dddddddddddddddddddddddddddddddddd 
 
 
Document confidentiel   125 
PARTIE III - III  CARACTERISATION STOECHIOMETRIQUE DU 
DEVENIR DU CARBONE CHEZ CUPRIAVIDUS 
NECATOR EN L’ABSENCE D’EFFETS 
INHIBITEURS DUS AUX SUBSTRATS 
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I INTRODUCTION 
L’analyse cinétique a révélé des cinétiques de conversion des différents substrats acides en 
biomasse et produit sans qu’il soit possible de les corréler explicitement à une variable biotique résultante de 
la limitation nutritionnelle en phosphore à savoir le taux intrinsèque en cet élément (P/Xr). Toutefois, en 
condition de double limitation carboné et phosphore, elles paraissent dépendre fortement du ratio de flux 
entre ces deux éléments (qP/qC). Il parait alors intéressant de déterminer si la répartition du carbone n’est 
pas contrainte par d’autres variables liées à l’anabolisme et à la voie de biosynthèse des polymères que sont 
l’énergique cellulaire et la génération des coenzymes requis. Ces grandeurs étant inaccessible à la mesure 
expérimentale, l’approche qui a été mise en œuvre est un couplage entre modélisation stœchiométrique et 
cultures maîtrisées en fermenteurs. Ainsi la modélisation associée aux dynamiques quantifiées en cultures 
maîtrisées devrait permettre d’analyser, sous contrainte métabolique, l’ensemble des flux intracellulaires 
relatifs au carbone, à l’énergie et au pouvoir réducteur (coenzymes). 
Il s’agit dans un premier temps, sur la base des connaissances extraites de l’étude bibliographique, 
de décrire l’ensemble des possibilités métaboliques (catabolisme et anabolisme, biosynthèse des PHA) afin 
de sélectionner un descripteur cohérent avec l’ensemble des résultats expérimentaux disponibles. Les 
principaux substrats carbonés étudiés sont l’acide acétique, l’acide butyrique et l’acide propionique, 
néanmoins, afin de valider la modélisation du métabolisme central avant toute expérimentation, les données 
d’Aragao (1996) sur glucose ont été également considérées. Enfin la reconsommation des PHA pour la 
production de biomasse a également été introduite dans le modèle. 
Concernant le catabolisme des substrats ici étudiés, dans la bibliographie, trois types d’activation 
sont présentés pour l’acide propionique et l’acide butyrique : 
1 Acide + Acet-CoA  Acide-CoA + Acet  
2 Acide + CoA + ATP  Acide-CoA + AMP + PPI 
3 Acide + ATP  Acide-P + ADP puis Acide-P + CoA  Acide-CoA + PI 
 Acide + ATP + CoA  Acide-CoA + ADP + PI 
 
Pour l’acide acétique, seule l’activation de type 3 est possible. Les activations de type (1) et (3) sont 
équivalentes en termes de modélisation stœchiométrique et conduisent à la consommation d’un ATP pour 
une mole d’acide. L’activation de type (2) conduit à la consommation de deux moles d’ATP pour une mole 
d’acide. Ces différents types d’activation seront résumés par la suite au nombre d’ATP nécessaires. Il n’a 
pas été considéré un coût supplémentaire d’un ATP pour le transport actif des acides dans la cellule 
contrairement aux modèles retenus par Dias et al. 2008 ou Jiang et al. 2011. Il a été considéré que la forme 
non-dissociée des acides transverse librement la membrane comme Yu et Si 2004 ou que l’activation se fait 
avec le transport de l’acide dans la cellule et ne nécessite pas d’ATP supplémentaire comme Shi et al. 1997. 
Après activation, le Propionyl-CoA peut conduire aux intermédiaires anaboliques habituels selon 
trois voies différentes, le cycle du méthyl-citrate, la β-oxydation ou via le succinyl-CoA. Le Butyryl-CoA peut-
être assimilé via le Crotonyl-CoA en R-Hydroxy-Butyryl-CoA ou en S-Hydroxy-Butyryl-CoA. 
Concernant le cofacteur NADPH2 cinq enzymes catalysant sa génération sont envisageables : la 
Glucose-6-Phosphate déshydrogénase (G6PD), la Gluconate-6-phosphate déshydrogénase (GND), 
l’enzyme malique (EM), l’isocitrate déshydrogénase NADPH2 dépendante du cycle de Krebs (TCA) et la 
transhydrogénase (TransH). Au vu des connaissances bibliographiques développées dans la Partie I - IV, 
trois voies seront privilégiées pour l’exploration des différents scénarios : les voies G6PD, EM et TCA. 
En prenant en compte ces incertitudes réactionnelles, les combinaisons possibles conduisent à 45 
scénarios à simuler pour la production de biomasse (Cf. Tableau 44) et à 114 pour la production de PHA (Cf.  
Tableau 45) en considérant que du PHB et du PHV peuvent être produit à partir d’acide propionique. 
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Ensuite les différents scénarios répertoriés (sur simple substrat) ont été utilisés grâce au logiciel de 
modélisation des flux afin d’avoir une base pour une simulation prédictive des expériences et leur suivi, 
notamment en terme de rendements théoriques limites et de coefficients respiratoires associés. 
Tableau 44 : Modélisation des flux intracellulaires concernant la croissance de Cupriavidus necator : nombre de scénarios à 
tester par substrat carboné 
Substrats Glucose A. Acétique 
A. 
Propionique 
A. 
Butyrique PHB PHV 
Activation en Acide-CoA / Phosphorylation 1 2 2 2 x x 
Acide-CoA / G6P  intermédiaires anabolisme 1 1 3 2 1 1 
Génération du NADPH2 3 3 3 3 3 3 
Nombre de scénarios possibles 3 6 18 12 3 3 
 
Tableau 45 : Modélisation des flux intracellulaires concernant la production de PHA par Cupriavidus necator : nombre de 
scénarios à tester par substrat carboné 
Substrats Glucose A. Acétique A. Propionique A. Butyrique 
Activation en Acide-CoA / Phosphorylation 1 2 2 2 
Acide-CoA  intermédiaires anabolisme 1 1 3 2 
Génération du NADPH2 3 3 3 3 
Types de PHA produits 1 1 2 1 
Turn-over des PHA 2 2 2 2 
nombre de scénarios possibles 6 12 72 24 
 
L’analyse cinétique et stœchiométrique des cultures de type Fed-Batch sur simple substrat a été 
confrontée aux simulations afin de choisir le modèle réactionnel (ensemble de réactions stœchiométriques) 
qui permet de représenter au mieux la réalité expérimentale, de situer les performances expérimentales par 
rapport aux valeurs limites du modèle. Enfin cela permet de disposer d’un outil d’aide à la compréhension 
des observations expérimentales permettant notamment de mieux aborder les problématiques de multi-
substrat. 
II ETUDE STOECHIOMETRIQUE DE LA CROISSANCE 
II.1 COMPOSITION DE LA BIOMASSE  
La composition élémentaire de la biomasse (hors PHA) obtenue à partir d’acide butyrique et à partir 
d’acide propionique comme substrats carbonés a été analysée (Cf. Tableau 46).  
Tableau 46 : Composition élémentaire de Cupriavidus necator d'après la bibliographie comparée aux résultats obtenus 
pendant le Fed-Batch D (1 échantillon) et le chemostat H (9 échantillons) 
C H O N P Cendres 
Références Source Carbonée Cmole Mole. Cmole-1 
Mole. 
Cmole-1 
Mole. 
Cmole-1 
Mole. 
Cmole-1 
M hors 
cendres 
g.Cmole-1 g.gXr
-1
 
M avec 
cendres 
g.Cmole-1 
Degré de 
réduction 
Aragao 1996 Glucose 1 1,77 ± 0,03 
0,44 ± 
0,03 
0,25 ± 
0,01 nc 24,3 3,92% 25,33 4,14 
Ampe et al. 
1996 
Acétate + 
aromatiques 1 1,73 0,41 0,25 nc 23,7 5,00% 25,0 4,17 
Leonard et 
Lindley 1998 Phénol 1 1,75 0,45 0,22 nc 24,0 3,70% 24,9 4,20 
Gaudin 1998 Glucose 1 1,78 0,43 0,26 nc 24,3 4,00% 25,3 4,15 
Fed-Batch D A. Propionique 1 1,81 0,38 0,31 0,023 24,3 7,00% 26,1 4,12 
Chemostat H A. Butyrique 1 1,81 ± 0,07 
0,42 ± 
0,01 
0,25 ± 
0,00 
0,016± 
0,000 
24,51± 
0,20 
2,7% ± 
1,5 
25,20± 
0,20 
4,23± 
0,07 
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Sa composition est très proche de celle obtenue par Aragao 1996 sur glucose et par d’autres 
références. La composition élémentaire de la biomasse selon Aragao 1996 sera donc conservée pour la 
modélisation, ainsi que la composition macroscopique associée décrite dans le Tableau 47. 
 
Tableau 47 : Composition de la biomasse utilisée pour toutes les modélisations présentées. Données issues de la thèse 
d’Aragao (1996), composition moyenne sur trois cultures de la biomasse obtenue lors de la phase de croissance sur glucose ; 
et recalculée pour respecter la stœchiométrie des réactions de l’anabolisme (Cf. Annexes 1).
Composition BIOMASSE Estimée 
PROTEINES 69,65% 
RNA 3,57% 
DNA 1,75% 
PHOSPHO LIPIDES 6,10% 
POLYSACCHARIDES 4,46% 
TRIGLYCERIDES 0,00% 
PEPTYDOGLYCANE 2,75% 
LPS 4,78% 
STEROLS 0,00% 
POLYAMINE 0,12% 
H2O 6,38% 
CO2 0,00% 
PRECURSEURS LIBRES 0,44% 
CENDRES 1,66% 
TOTAL 101,66% 
TOTAL ORGANIQUE 100,00% 
Composition BIOMASSE Estimée 
C 1,00 
H 1,75 
O 0,44 
N 0,25 
S 0,014 
P 0,009 
Masse molaire CHON / gX 24,18 
Masse molaire CHONPS / gX 24,89 
Masse molaire / gX 25,31 
redox  / gX 4,18 
 
 
 
II.2 RENDEMENT ENERGETIQUE DE PRODUCTION DE BIOMASSE 
Le rendement énergétique de production de biomasse (YATP,X) correspond au nombre de mole 
d’ATP consommées pour produire un gramme de biomasse. En général, le rendement expérimental est 
environ deux fois plus faible que le rendement théorique calculé d’après l’ensemble des réactions 
anaboliques à partir des précurseurs issus du métabolisme central (Neijssel et Demattos 1994). Cette 
différence est expliquée par l’existence de cycles futiles, des mécanismes de turn-over protéique, nucléique 
et d’une maintenance nécessaire (transports ionique, maintien des gradients et de l’homéostasie 
cellulaire…). De manière générale ce phénomène sera appelé dissipation. La composition de la biomasse 
retenue conduit à une demande anabolique énergétique équivalente à un rendement théorique en biomasse 
de 19,21 gXr.moleATP-1. Sur cette base, la relation entre dissipation d’énergie et valeur du rendement 
énergétique est décrite sur la Figure 78 indépendamment du substrat catabolisé. 
 
Figure 78 : Rendement énergétique de production de biomasse (YATP,X) en fonction de la quantité d'ATP dissipé 
Ainsi d’après Neijssel et Demattos 1994, le rendement énergétique expérimental devrait se situer 
aux alentours de 10 gXr.moleATP-1. En l’absence d’expérimentations, le rendement théorique limite de 
production de biomasse à partir de glucose issu de la thèse d’Aragao va être utilisé pour évaluer le 
rendement énergétique expérimental de production de biomasse. Puis en faisant l’hypothèse de la 
conservation de ce rendement énergétique, il sera possible d’évaluer les rendements théoriques limites de 
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conversion du carbone en biomasse pour d’autres substrats seuls ou en mélange. Ces valeurs seront bien 
entendu confrontées au fur et à mesure des expérimentations aux résultats obtenus. 
II.2.1 Modélisation des différents scénarios avec comme substrat carboné le glucose 
La production de biomasse à partir de glucose génère un surplus de NADPH2 pour des rendements 
énergétiques de production de biomasse inférieurs ou égaux à 8 gXr.moleATP-1. Dans ces conditions, le 
NADPH2 doit être dissipé via une transhydrogénase ou servir à la production de PHB qui est alors 
indissociable de la croissance. Les rendements de production de biomasse et les coefficients respiratoires 
obtenus selon les différents scénarios sont visualisés sur laFigure 79. Le rendement théorique limite 
maximum de production de biomasse (sans aucune dissipation) est de 0,70 Cmole.Cmole-1. 
 
Figure 79 : Modélisation, croissance sur glucose : rendement de production de biomasse à partir du substrat (YS,X) en fonction 
du rendement énergétique en biomasse (YATP,X), et coefficient respiratoire (QR) en fonction du rendement de production de 
biomasse à partir du substrat (YS,X) 
II.2.2 Choix du rendement énergétique selon les données d’Aragao (1996) 
Les données d’Aragao (1996), issues de trois cultures, conduisent à un rendement théorique limite 
de production de biomasse de 0,63 Cmole.Cmole-1. En imposant ce rendement dans la modélisation des 
flux, le rendement énergétique (YATP,X) correspondant aux différents scénarios est calculé : 
- si une recirculation du carbone au niveau de la voie d’Entner Doudoroff (G6PD) est autorisée 
pour générer l’ensemble du NADPH2 alors le YATP,X est de 13,89 gXr.moleATP-1. 
- par contre si aucune recirculation n’est considérée, le NADPH2 non généré par cette voie doit 
l’être soit par l’enzyme malique (EM) soit au niveau du cycle de Krebs (TCA) conduisant 
respectivement à des YATP,X de 13,51 et 13,14 gXr.moleATP-1 (Cf. Tableau 48). 
Tableau 48 : Rendement énergétique de production de biomasse selon les scénarios envisageables d’après la bibliographie 
scénarios 1 2 3 
YS,X (Cmole.Cmole-1) 0,63 0,63 0,63 
YATP,X (gXr.MoleATP-1) 13,89 13,51 13,14 
QR 1,15 1,15 1,15 
G6PD 100% 83% 83% 
TCA 0% 0% 17% Génération du NADPH2 
EM 0% 17% 0% 
recirculation du carbone au niveau de G6PD 13% 0% 0% 
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Ce rendement énergétique compris entre 13 et 14 gXr.moleATP-1 est relativement élevé par rapport 
aux valeurs généralement admises puisqu’il représente 68 à 73% du théorique limite. Nous avons considéré 
les données d’Ishaque et Aleem 1970 pour la configuration de la chaîne respiratoire, soit des H+/O de 6 pour 
l’oxydation du NADH,H+ et de 3 pour la réduction du succinate ce qui correspond respectivement à 3 et 2 
sites d’exportation. D’après la bibliographie, la chaîne de transfert d’électron est très flexible et peut 
comporter jusqu’à 4 sites d’exportation de protons, dans ces conditions des H+/O de 8 et 6 pourraient être 
respectivement considérés soient 33 et 50 % plus élevées. Ces valeurs de 13 à 14 gXr.moleATP-1 pour le 
YATP,X sont malgré tout fixées pour les autres substrats, l’adéquation avec les valeurs expérimentales sera 
vérifiée dans les paragraphes suivants. 
II.3 ANALYSE STOCHIOMETRIQUE DE LA CROISSANCE SUR ACIDES ORGANIQUES, CHOIX DES 
VOIES CATABOLIQUES 
II.3.1 Présentation des rendements expérimentaux 
Le substrat qui a permis d’atteindre les rendements de production en biomasse les plus élevés est 
l’acide butyrique puis l’acide acétique puis l’acide propionique. La production de biomasse à partir de chaque 
substrat sera discutée de manière détaillée dans les parties suivantes. 
 
Tableau 49 : Production de biomasse : rendements expérimentaux, coefficient respiratoire associé et rendements 
expérimentaux limites selon le substrat considéré 
RS,X RS,PHA QR YS,X exp Culture Substrat 
Cmole.Cmole-1 Cmole.Cmole-1 MoleCO2.MoleO2-1 Cmole.Cmole-1 
A A. Butyrique 0,45 0,11 nd 0,61 
B A. Butyrique 0,59 0,04 0,64 0,63a 
G A. Butyrique 0,54 0,13 0,62 0,63 
H A. Butyrique 0,66 0,01 0,63 0,66a 
I A. Butyrique 0,46 0,18 0,66 0,63a 
C A. Propionique 0,21 0,03 nd 0,41 
D A. Propionique 0,23 0,04 nd 0,58 
E A. Acétique 0,36 0,07 nd 0,39 
F A. Acétique 0,33 0,18 1,08 0,46c 
a
 calcul fait avec YS,PHB théo = 0,67 Cmole.Cmole-1 
c
 calcul fait avec YS,PHB théo = 0,67 Cmole.Cmole-1, sur données réconciliées 
II.3.2 Assimilation de l’acide butyrique 
Le rendement expérimental limite de production de biomasse à partir d’acide butyrique est de 
0,66 Cmole.Cmole-1 (Cf. Tableau 49). Selon les différentes voies de génération du NADPH2 et avec pour 
hypothèse un catabolisme requérant un ATP, la simulation du descripteur sous contrainte d’une valeur du 
YATP,X comprise entre 13 et 14 gXr.moleATP-1 conduit à un rendement théorique est compris entre 0,61 et 
0,67 Cmole.Cmole-1. Si deux ATP sont nécessaires à l’activation de l’acide butyrique, le rendement 
expérimental n’est pas atteignable avec un YATP,X fixé entre 13 et 14 mais uniquement avec un YATP,X de 
l’ordre de 18 soit à 94% du théorique limite, hypothèse fortement invraisemblable. La modélisation retenue 
du catabolisme du butyrate ne mobilise donc qu’un seul ATP. D’autre part le coefficient respiratoire mesuré 
de 0,63 est cohérent avec celui calculé par le modèle (Cf. Figure 80). 
Ces rendements peuvent être atteints aussi bien en considérant que le butyryl-CoA est transformé 
en crotonyl-CoA puis en S-3-hydroxybutyryl-CoA ou directement en R-3-hydroxybutyryl-CoA grâce à une 
énolase (Cf. Figure 18 p.31). L’assimilation directe en R-Hydroxybutyryl-CoA (R-HB-CoA) conduit à deux 
acétyl-CoA et à la génération d’un NADPH2 :  
But-CoA + FAD + NADP + H2O +CoA  2 Acet-CoA + FADH2 + NADPH2 
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Dans ces conditions une transhydrogénase est indispensable pour dissiper l’excès de NADPH2 lié 
au catabolisme du substrat, la production de PHB ne nécessitant plus de NADPH2 (le R-Hydroxybutyryl-CoA 
est utilisé directement par la PHA synthase pour l’allongement du polymère). Ce scénario semble assez 
improbable au vu de la simulation et de la littérature puisque cette voie n’est pas prouvée chez Cupriavidus 
necator mais chez Rhodospirillum (Moskowit.Gj et Merrick 1969). L’assimilation de l’acide butyrique via la 
conversion du crotonyl-CoA en S-Hydroxybutyryl-CoA (S-HB-CoA) semble plus réaliste. 
Pour le scénario retenu (Activation de l’acide butyrique grâce à un ATP, et assimilation via S-
Hydroxybutyryl-CoA), l’évolution du rendement de production de biomasse en fonction du rendement 
énergétique est représentée sur la Figure 80. Nous pouvons considérer que les performances maximales de 
la souche ont été atteintes puisque le rendement expérimental de production de biomasse à partir d’acide 
butyrique est identique au rendement théorique limite donné par la simulation. Ces performances ont été 
atteintes pendant la culture continue H ce qui montre bien qu’un système stable et parfaitement maîtrisé 
sans aucun excès de substrat (même très faible et transitoire) permet de maximiser les rendements. Le 
rendement théorique limite de production de biomasse calculé par Shi et al. 1997 est de 0,6 Cmole.Cmole-1, 
il est légèrement inférieur à celui modélisé et mesuré dans notre cas. 
II.3.3 Assimilation de l’acide propionique 
D’après la modélisation, l’assimilation de l’acide propionique via le Succinyl-CoA est équivalente à 
l’assimilation via le cycle du méthyl-citrate. En effet ces deux voies conduisent à des intermédiaires du cycle 
de Krebs qui ont le même bilan jusqu’au pyruvate : 
Prop-CoA + FAD + NAD + H2O  Pyr + FADH2 + NADH2 + CoA 
Par contre l’assimilation de l’acide propionique via la β-oxydation entraîne systématiquement la 
décarboxylation du propionyl-CoA en acétyl-CoA. Avec l’activation de l’acide nécessitant un ATP, ce dernier 
scénario est très défavorable : les rendements énergétiques maximums (YATP,X sont compris entre 5,5 et 8,7 
(selon les voies de génération de NADPH2) et correspondent à des rendements théoriques limites de 
production de biomasse de 0,39 et 0,50 Cmole.Cmole-1. Ils sont très inférieurs au rendement expérimental 
limite de 0,58 Cmole.Cmole-1(Cf. Tableau 49), ce qui autorise l’élimination de cette voie dans le modèle. 
Le catabolisme de l’acide propionique sera donc considéré via le cycle du méthyl-citrate ou le 
Succinyl-CoA. Avec le référentiel YATP,X entre 13 et 14 gXr.moleATP-1, le rendement théorique est compris 
entre 0,59 et 0,62 Cmole.Cmole-1 selon les voies de génération du NADPH2. Dans ces conditions, le 
rendement expérimental limite se situe à 93 - 98% de ces valeurs. Les coefficients respiratoires calculés 
d’après le modèle sont de 0,75 à 0,76. 
II.3.4 Assimilation de l’acide acétique 
Le rendement expérimental limite est de 0,46 Cmole.Cmole-1 (Cf. Tableau 49) correspond à 88-92% 
du théorique limite donné par le modèle, compris entre 0,50 et 0,52 Cmole.Cmole-1 selon les voies de 
génération du NADPH2, sous la même contrainte de résolution (YATP,X compris entre 13 et 14). Cette 
adéquation est satisfaisante. Elle est en cohérence avec les résultats de Ampe et Lindley 1995 qui ont pour 
leur part mesurés un YS,X de 0,47 Cmole.Cmole-1. 
II.3.5 Conclusions 
Le rendement énergétique calculé sur glucose compris entre 13 et 14 gXr.moleATP-1 est validé pour 
les acides organiques, les voies retenues pour le modèle qui représentent au mieux les résultats 
expérimentaux pour la production de biomasse sont : 
- une activation en Acide-CoA de type (1) ou (3) ne nécessitant qu’un seul ATP. 
- une assimilation de l’acide butyrique via le S-HB-CoA (la voie directe rencontrée chez 
Rhodospirillum est éliminée). 
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- une assimilation de l’acide propionique via le cycle du méthyl-citrate ou le succinyl-CoA, le 
catabolisme via la β-oxydation est éliminé. 
Concernant le NADPH2, la croissance ne permet pas réellement de trancher sur ses voies de 
génération. Une minimisation de la voie d’Entner-Doudoroff parait néanmoins logique. 
Avec ces hypothèses, les rendements expérimentaux limites sont respectivement à 101%, 95% et 
88 % des rendements théoriques limites pour l’acide butyrique, l’acide propionique et l’acide acétique (Cf. 
Tableau 50). L’évolution du rendement massique en fonction du rendement énergétique ainsi que la relation 
liant le coefficient respiratoire (QR) au rendement en biomasse sont visualisées sur la Figure 80 (simulation 
avec les hypothèses métaboliques décrites ci-dessus pour les différents substrats, pour le QR, la relation est 
valide quelque soit le scénario considéré). 
Tableau 50 : Production de biomasse : comparaison des rendements expérimentaux et rendements expérimentaux limites au 
rendement théorique limite selon le substrat considéré 
RS,X max 
RS,X 
YS,X théo 
YS,X exp max 
YS,X exp 
YS,X théo 
YS,X théo si 
YATP,X =14 Substrat 
Cmole.Cmole-1 Si YATP,X =14 Cmole.Cmole-1 Si YATP,X =14 Cmole.Cmole-1 
A. Butyrique 0,66 101 % 0,66 101 % 0,65 
A. Propionique 0,23 37 % 0,58 95 % 0,61 
A. Acétique 0,36 69 % 0,46 88 % 0,51 
 
 
Figure 80 : Modélisation, croissance sur acides organiques : évolution du rendement en biomasse sur substrat (YS,X) en 
fonction du rendement énergétique en biomasse (YATP,X), et évolution du coefficient respiratoire (QR) en fonction du 
rendement en biomasse sur substrat (YS,X).  Acide Butyrique,  Acide Propionique,  Acide Acétique. 
II.4 ANALYSE DE LA CONVERSION DES PHA EN BIOMASSE 
Pour avoir une estimation des rendements et des coefficients respiratoire rencontrés si les PHA sont 
consommés, la production de biomasse à partir des PHA formé a été simulée avec une réaction de 
dépolymérisation d'un motif d'HB ou d’HV exigeant une dépense énergétique équivalente à deux ATP par la 
libération un AMP :  
HB + 1 ATP + 1 NAD + 2 CoA  2 Acet-CoA + 1 AMP + 1 PPi + 1 NADH 
HV + 1 ATP + 1 NAD + 2 CoA  1 Acet-CoA + 1 Prop-CoA + 1 AMP + 1 PPi +  1 NADH 
Les étapes suivantes reviennent à l’assimilation de l’acétyl-CoA et du propionyl-CoA avec les 
mêmes scénarios possibles que ceux présentés dans le paragraphe précédent. Le rendement de production 
de biomasse à partir d’un motif d’HB est de 0,59 Cmole.Cmole-1 avec un QR correspondant de 0,83. A partir 
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d’un motif d’HV, il est de 0,63 Cmole.Cmole-1 avec un QR correspondant de 0,71. La croissance via la 
reconsommation des motifs d’HV est plus favorable en termes de rendement que la reconsommation des 
motifs d’HB puisqu’une molécule d’HV contient cinq carbones, contre quatre pour une molécule d’HB, pour 
une quantité d’énergie équivalente requise pour l’hydrolyse du polymère. Les variations de rendement en 
biomasse en fonction du YATP,X et la sensibilité du coefficient respiratoire à ces rendements sont reportés sur 
la Figure 81. 
 
Figure 81 : Modélisation, croissance sur PHB et sur PHV : évolution du rendement en biomasse sur substrat (YS,X) en fonction 
du rendement énergétique en biomasse (YATP,X), et évolution du coefficient respiratoire (QR) en fonction du rendement en 
biomasse sur substrat (YS,X) 
III ETUDE STOECHIOMETRIQUE DE LA PRODUCTION DE PHA 
Grâce à la confrontation des simulations stœchiométriques et des expérimentations pour les 
différentes phases de croissance, il a été possible de fixer dans le modèle les voies de catabolisme des 
substrats les plus adaptées à la réalité. L’étude stœchiométrique des phases de production de PHA va 
permettre quant à elle de discuter des voies de génération du NADPH2 à considérer dans le modèle avec : 
- dans un premier temps la présentation de la compilation des rendements expérimentaux, 
- puis celle des rendements théoriques limites d’après les différents scénarios 
- et enfin la confrontation des résultats expérimentaux et du modèle pour chaque substrat va 
permettre de faire le choix des voies de génération du NADPH2, et de démontrer l’importance du 
maintien d’une croissance résiduelle pour la production de PHA aussi bien en termes de 
rendements que de vitesses de production. 
III.1 COMPILATION DES RENDEMENTS EXPERIMENTAUX DE PRODUCTION DE PHB ET DE PHB-
CO-HV 
Les rendements expérimentaux de production de PHA mesurés pendant les phases de cultures 
alimentées en phosphore (Cf. Tableau 51) sont supérieurs à ceux enregistrés pendant les phases non 
alimentées (Cf. Tableau 52) à l’exception de la culture B. Il en est de même pour les rendements 
expérimentaux limites calculés durant les phases alimentées en phosphore. Il semblerait que la production 
de PHB se fasse avec un meilleur rendement si elle est associée à une faible croissance contrôlée par un 
apport limitant en phosphore. Comme pour les phases de croissance pure, il semblerait que l’acide butyrique 
soit le meilleur substrat en termes de rendement de conversion. 
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Tableau 51 : Production de PHA : rendements expérimentaux, coefficients respiratoires associés et rendements 
expérimentaux limites selon le substrat considéré pour les phases de cultures alimentées en phosphore 
RS,X RS,PHA QR YS,PHA exp Culture Substrat 
Cmole.Cmole-1 Cmole.Cmole-1 MoleCO2.MoleO2-1 Cmole.Cmole-1 
B A. Butyrique 0,15 
 
0,62 
 
0,58 0,80a 
D A. Propionique 0,13 
0,31  (HB) 
0,19  (HV) 
0,50 (total) 
0,87 
0,39  (HB)b 
0,24  (HV)b 
0,63 (total)b 
F A. Acétique 0,07 
 
0,46 
 
1,15 0,53c 
a
 calcul fait avec YS,X théo = 0,65 Cmole.Cmole-1 (YATP,X=14 gX.moleATP-1), sur données réconciliées 
b
 calcul fait avec YS,X théo = 0,61 Cmole.Cmole-1 (YATP,X=14 gX.moleATP-1), sur données réconciliées 
c
 calcul fait avec YS,X théo = 0,51 Cmole.Cmole-1 (YATP,X=14 gX.moleATP-1), sur données réconciliées 
 
Tableau 52 : Production de PHA : rendements expérimentaux, coefficients respiratoires associés et rendements 
expérimentaux limites selon le substrat considéré pour les phases de cultures non alimentées en phosphore 
RS,X RS,PHA QR YS,PHA exp Culture Substrat 
Cmole.Cmole-1 Cmole.Cmole-1 MoleCO2.MoleO2-1 Cmole.Cmole-1 
A A. Butyrique 0,14 0,45 nd 0,70 
B A. Butyrique 0,07 0,67 0,61 0,75a 
C A. Propionique 0,00 
0,15  (HB) 
0,20  (HV) 
0,35 (total) 
0,91 
0,19  (HB) 
0,25  (HV) 
0,43 (total) 
D A. Propionique 0,04 
0,29  (HB) 
0,18  (HV) 
0,47 (total) 
0,88 
0,31  (HB)b 
0,19  (HV)b 
0,50 (total)b 
G Accu 5 A. Propionique 0,01 
0,03  (HB) 
0,38  (HV) 
0,41 (total) 
0,87 
0,03  (HB) b 
0,38  (HV) b 
0,41 (total) b 
E A. Acétique 0,13 0,43 nd 0,47 
F A. Acétique 0,07 0,39 1,10 0,45c 
a
 calcul fait avec YS,X théo = 0,65 Cmole.Cmole-1 (YATP,X=14 gX.moleATP-1), sur données réconciliées 
b
 calcul fait avec YS,X théo = 0,61 Cmole.Cmole-1 (YATP,X=14 gX.moleATP-1), sur données réconciliées 
c
 calcul fait avec YS,X théo = 0,51 Cmole.Cmole-1 (YATP,X=14 gX.moleATP-1), sur données réconciliées 
III.2 RENDEMENTS THEORIQUES DE PRODUCTION DE PHB ET DE PHB-CO-HV SELON LES 
DIFFERENTS SCENARIOS DE GENERATION DU NADPH2 
La simulation des différents scénarios pour la production de PHB et de PHV est synthétisée dans les 
tableaux 51 et 52. Ils correspondent aux différentes voies de génération du NADPH2 soit la voie d’Entner-
Doudoroff (G6PD), l’enzyme malique (EM) et l’isocitrate deshydrogénase du cycle de Krebs (TCA). Pour des 
scénarios équivalents, le substrat permettant d’obtenir le meilleur rendement en PHB est l’acide butyrique 
puis le glucose puis l’acide acétique et enfin l’acide propionique. 
A l’exception de la production de PHB à partir d’acide acétique ou d’acide butyrique avec génération 
de NADPH2 uniquement par la voie d’Entner-Doudoroff, ce sont la quantité de NADPH2 généré, et la perte 
de carbone associée à leur génération et à la production des précurseurs des PHA qui sont limitantes et non 
la production d’ATP. En effet lors de la production de PHA, la dissipation de l’ATP produit est très 
importante : elle est comprise entre 333 et 2000 mMole.Cmole-1 par rapport au carbone consommé (Cf. 
Tableau 53 et Tableau 54), alors qu’en croissance uniquement, elle est comprise entre 240 et 
380 mMole.Cmole-1. 
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De manière générale, si le NADPH2 nécessaire à la production de PHA est généré via la voie 
d’Entner-Doudoroff, le rendement en PHA est meilleur que si le NADPH2 est produit via le cycle de Krebs 
(TCA) ou via l’enzyme malique (EM). A partir d’acide propionique, le rendement de conversion en PHV est 
plus élevé que celui estimé pour la production de PHB. En effet la production d’un motif d’HB nécessite de 
produire un acétyl-CoA de plus comparativement au motif d’HV et engendre donc la perte d’un carbone 
supplémentaire quelques soient les voies de génération de NADPH2. 
 
Tableau 53 : Rendements théoriques limites de production de PHB et coefficients respiratoires associés pour chaque substrat 
carboné étudié selon les différents scénarios testés. 
Substrat 
Acide-CoA  
Intermédiaires 
anabolisme 
Phosphorylation 
/ Activation NADPH2 
YS,PHB 
Cmole.Cmole-1 
Dissipation 
ATP / C conso 
mMole.Cmole-1 
QR 
Cmole.Mole-1 
Glucose - 1 ATP G6PD 0,67 1150 1,33 
EM ou TCA 0,67 1330 - 1500 0,67 
A. Butyrique Cro-CoA  S-HB-CoA 1 ATP G6PD 0,89 0 0,45 
TCA 0,44 2000 0,83 
A. Propionique Méthyl-citrate ou Succ-CoA 1 ATP G6PD ou EM 0,67 666 - 1000 0,80 
EM ou TCA 0,67 333 - 500 1,33 
A. Acétique Acétyl-CoA 1 ATP 
G6PD 0,70 0 1,412 
 
Tableau 54 : Rendements théoriques limites de production de PHV à partir d’acide propionique et coefficient respiratoire 
associé selon les différents scénarios testés. 
Substrat 
Acide-CoA  
Intermédiaires 
anabolisme 
Phosphorylation 
/ Activation NADPH2 
YS,PHV 
Cmole.Cmole-1 
Dissipation 
ATP / C conso 
mMole.Cmole-1 
QR 
Cmole.Mole-1 
TCA 0,56 1444 0,89 
EM 0,83 166 1,00 A. Propionique 
Méthyl-citrate ou 
Succ-CoA 1 ATP 
G6PD 0,80 0 0,97 
 
D’après le modèle, le rendement théorique de production de PHB à partir d’acide butyrique est 
compris entre 0,67 et 0,89 Cmole.Cmole-1 selon les voies de génération du NADPH2 considérées. Avec les 
mêmes hypothèses (NADPH2 généré via TCA et Crot-coA S-HB-coA ), Yamane 1993 a estimé le 
rendement à 0,66 et Shi et al. 1997 à 0,68 Cmole.Cmole-1 contre 0,67 dans le cas de cette étude. D’après la 
bibliographie la voie des pentoses-phosphates n’est pas envisageable, mais elle est quasiment équivalente 
à la génération via la voie d’Entner-Doudoroff (G6PD) qui abouti à un rendement théorique limite de 
production de PHB de 0,89 Cmole.Cmole-1 (Cf. Tableau 53) 
Pour les résultats obtenus sur acide acétique, le rendement donné par le modèle est compris entre 
0,67 et 0,76 Cmole.Cmole-1 selon les voies considérées et sont à comparer à ceux trouvés par Shi et al. 
1997 et Yamane 1993, respectivement 0,66 et 0,67 Cmole.Cmole-1, en considérant le NADPH2 issu du cycle  
TCA, résultats identiques aux nôtres avec les mêmes hypothèses. 
L’acide propionique comme unique substrat n’a pas été étudié dans la littérature d’un point de vue 
stœchiométrique. Avec la modélisation présentée ici, le rendement théorique limite de production de PHB 
est compris entre 0,44 et 0,67 Cmole.Cmole-1, et celui de production de PHV entre 0,56 et 0,83 
Cmole.Cmole-1. 
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III.3 CONFRONTATION MODELISATION-EXPERIMENTATION, PRODUCTION DE PHB A PARTIR 
D’ACIDE BUTYRIQUE 
Au vu des résultats, il semblerait que le maintien d’une faible croissance résiduelle améliore le 
rendement de production de PHB et la vitesse de production de PHB 
Pour démontrer et d’expliquer ces deux affirmations, la répartition des flux de la culture B va être 
étudiée en détails. Les rendements expérimentaux instantanés mesurés et simulés à différents temps de 
cette culture sont comparés dans le Tableau 55. Ce tableau fait apparaître également le flux de production 
du NADPH2 requis pour l’anabolisme et la biosynthèse de PHB, selon les deux voies G6PD et TCA. Il faut 
noter la très bonne adéquation entre les valeurs simulées et expérimentales tout au long de la culture 
autorisant l’analyse de l’évolution dynamique de génération du NADPH2 en fonction des variables cinétiques 
de croissance et de production. La réduction progressive du rendement YATP,X reflète une dissipation 
énergétique grandissante avec l’avancement de la production de PHB, positionnant la réserve énergétique 
comme non limitante de la biosynthèse et permettant d’interpréter les flux de NADPH2 comme seul facteur 
limitant. 
Au fur et à mesure de l’avancement de la culture, et donc de l’augmentation du degré de limitation, 
le taux de croissance (µ) de la biomasse résiduelle diminue ainsi que le NADPH2 produit (Cf. Tableau 55). 
 
Tableau 55 : Données expérimentales et simulation (entre parenthèses) des points de la phase de production de PHA de la 
culture B. 
 
Crois 
sance 
t=25,6 
- 30,4 
h 
t=30,4 
h 
t=32,2 
h 
t=37,7 
h t=43 h 
t=48,6 
h 
t=57,3 
h 
t=58,8 
h 
t=65,3 
h 
t=67,5 
h 
µ (h-1) 0,33 0,056 0,048 0,045 0,038 0,034 0,014 0,013 0,012 0,007 0,004 
YATP,X 
(gXr.moleATP-1) (14) (9,54) (3,94) (3,57) (3,21) (4,9) (1,63) (1,49) (1,49) (0,95) (0,49) 
Dissipation ATP 
carbone consommé 
mMole.Cmole-1 
(316) (206) (575) (635) (855) (653) (1137) (938) (888) (1009) (1275) 
RS,X 
(Cmole.Cmole-1) 
0,65 
(0,65) 
0,14 
(0,15) 
0,12 
(0,11) 
0,12 
(0,11) 
0,13 
(0,13) 
0,17 
(0,17) 
0,08 
(0,08) 
0,06 
(0,06) 
0,06 
(0,06) 
0,04 
(0,04) 
0,025 
(0,026) 
qPHB 
(Cmole.Cmole-1.h-1) 0 
0,26 
(0,23) 
0,26 
(0,29) 
0,25 
(0,27) 
0,18 
(0,18) 
0,12 
(0,12) 
0,11 
(0,11) 
0,14 
(0,15) 
0,14 
(0,15) 
0,14 
(0,12) 
0,12 
(0,11) 
RS,PHB 
(Cmole.Cmole-1) 0 
0,64 
(0,64) 
0,67 
(0,67) 
0,66 
(0,66) 
0,60 
(0,60) 
0,58 
(0,58) 
0,62 
(0,62) 
0,68 
(0,68) 
0,70 
(0,70) 
0,70 
(0,70) 
0,68 
(0,67) 
QR 
(Cmole.Mole-1) 
0,63 
(0,63) 
0,56 
(0,57) 
0,56 
(0,58) 
0,57 
(0,58) 
0,62 
(0,62) 
0,64 
(0,60) 
0,68 
(0,64) 
0,60 
(0,62) 
0,63 
(0,61) 
0,66 
(0,62) 
0,65 
(0,65) 
NADPH2 via G6PD 
(µmole.g-1.h-1) (1794) (2842) (1773) (1585) (793) (713) (263) (554) (596) (399) (159) 
NADPH2 via TCA 
(µmole.g-1.h-1) (2195) (121) (627) (1641) (1399) (844) (978) (1058) (996) (887) (926) 
NADPH2 total 
(µmole.g-1.h-1) (3989) (2963) (3400) (3226) (2192) (1557) (1241) (1612) (1592) (1286) (1085) 
qNADPH2Xr 
(µmole.g-1.h-1) (3989) (677) (580) (544) (459) (411) (169) (157) (145) (85) (48) 
NADPH2 via G6PD 
NADPH2 total 
(Mole.Mole-1) 
(0,45) (0,96) (0,52) (0,49) (0,36) (0,46) (0,21) (0,34) (0,37) (0,31) (0,15) 
A. Butyrique conso 
(µmole.g-1.h-1) (5057) (3594) (4210) (4041) (2888) (1976) (1729) (2140) (2090) (1729) (1548) 
NADPH2 
A. Butyrique conso 
(Mole.Mole-1) 
(0,79) (0,82) (0,81) (0,80) (0,76) (0,79) (0,72) (0,75) (0,76) (0,74) (0,70) 
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III.3.1 Le maintien d’une faible croissance résiduelle améliore le rendement de production de 
PHB 
En premier lieu, l’obtention d’un rendement expérimental limite de 0,80 Cmole.Cmole-1 lors de la 
culture B pendant la phase de culture alimentée en phosphore (Cf. Tableau 51) est uniquement atteignable 
s’il est considéré qu’une fraction du NADPH2 est générée via la G6PD de la voie d’Entner-Doudoroff  (Cf. 
Tableau 53). Dans ces conditions, il semble rationnel de faire les hypothèses suivantes : 
- le flux de NADPH2 généré par la G6PD est proportionnel à l’anabolisme : ce flux existe 
uniquement en conditions de croissance où il est nécessaire de solliciter la voie de la 
gluconéogenèse à hauteur de la demande en pentoses phosphates nécessaire à la synthèse de 
biomasse. Dans ces conditions, le rendement théorique limite de production de PHB tend vers 
0,89 Cmole.Cmole-1, si la majorité du NADPH2 est produit via la G6PD (Cf. Figure 82 cas 3) 
- avec la précédente hypothèse, en l’absence de croissance, le flux de NADPH2 généré par la 
G6PD est nul, la seule activité possible est celle de l’isocitrate déshydrogénase du cycle de 
Krebs (TCA). Dans ces conditions, le rendement théorique limite de production de PHB tend 
vers 0,67 Cmole.Cmole-1 (Cf. Figure 82 cas 2). 
D’après les résultats de la culture B, il est clairement démontré que dans l’intervalle des taux de 
croissance considérés (µ ≤ 0,07), le rendement expérimental limite (YS,PHB exp) diminue avec la diminution 
du taux de croissance (Cf. Figure 83). Conformément aux hypothèses formulées, cette réduction serait 
essentiellement liée au flux de génération du NADPH2 par la G6PD de plus en plus restreint au profit de 
celui lié à l’activité de l’isocitrate déshydrogénase du Cycle de Krebs (TCA) comme en témoigne le rapport 
entre ces deux flux calculés d’après les résultats expérimentaux dont l’évolution en fonction du taux de 
croissance est représentée (Cf. Figure 84) : 
- pour un taux de croissance nul, le rendement expérimental limite tend vers la valeur estimée de 
0,67 Cmole.Cmole-1 (Cf. Figure 83) pour une origine du NADPH2 assurée à 100% par le TCA 
(Cf. Figure 84) 
- pour un taux de croissance de l’ordre de 0,07-0,08 h-1, le rendement expérimental limite tend 
vers le maximum de 0,89 Cmole.Cmole-1 simulé pour une production du NADPH2 à 100% via la 
G6PD. Néanmoins, nos contraintes de simulation supposent une dissipation énergétique nulle et 
font que ce rendement limite est purement théorique, et donc probablement inaccessible. S’il est 
considéré qu’une dissipation minimale de l’ordre de 200 mMole.Cmole-1 équivalente aux plus 
faibles dissipations mesurées en croissance et évaluées lors de la culture B de 25,6 à 30,4 h 
(Cf. Tableau 55) est inévitable alors ce rendement théorique limite de production de PHB 
(YS,PHB) est très légèrement réduit à 0,88 Cmole.Cmole-1. 
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Figure 82 : Schéma métabolique et rendements théoriques limites 1-en condition de croissance aux potentialités maximales, 2-en condition de production de PHB avec un taux de croissance 
nul, 3- en condition de production de PHB avec le maintien d’une croissance résiduelle 
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Figure 83 : Culture B (Acide Butyrique), rendement expérimental limite de production de PHB en fonction du taux de 
croissance 
 
 
Figure 84 : Répartition de la génération du NADPH2 entre les différentes voies (G6PD et TCA) en fonction du taux de 
croissance 
 
La variabilité du rendement théorique limite en fonction des voies de génération du NADPH2 permet 
de rendre compte des rendements instantanés expérimentaux de production de PHB ( t PHBSR , ) très élevés 
en présence d’une faible croissance résiduelle. Ainsi lors de la culture B, pour les taux de croissance 
inférieurs ou égaux à 0,06 h-1, ils avoisinent 0,65 ± 0,04 Cmole.Cmole-1 (Cf. Figure 85) soit 97% du 
rendement théorique limite de production de PHB modélisé pour un taux de croissance nul. La linéarité 
apparente les reliant au taux de croissance cache la variabilité de la stoechiométrie de la réaction de 
production en fonction de la demande anabolique telle qu’elle a été explicité au travers de la simulation sous 
contrainte métabolique des rendements théoriques limites. 
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Figure 85 : Culture B (Acide Butyrique), rendement instantané de production de PHB à partir d’acide butyrique en fonction du 
taux de croissance 
III.3.2 Le maintien d’une faible croissance résiduelle améliore les cinétiques de production du 
PHB, bases stoechiométriques établissants le comportement cinétique 
La validation de l’hypothèse du contrôle du flux de production de PHB par le flux de production du 
NADPH2 est basé sur l’interprétation stoechiométrique du descripteur alimenté pas les valeurs 
expérimentales en termes de vitesse de croissance et de production et ne renseigne en rien sur le flux 
potentiel de production. Afin d’expliciter le couplage cinétique entre ces deux métabolisme, il convient de 
remanier le descripteur en y apportant des contraintes cinétiques au niveau de ces flux réactionnels 
identifiés comme déterminants dans la répartition du flux carbone. 
Dans ces conditions, a été introduite une hypothèse sur le fonctionnement maximal cyclique de la 
voie d’Entner-Doudoroff rapporté à la demande carbonée en pentoses phosphate. La mise en équation de 
cette hypothèse s’appuie sur : 
- le flux maximal de production de NADPH2, défini pour assurer une synthèse de biomasse à taux 
de croissance maximal qui équivaut à 3989 µMole.gXr-1.h-1 (pour µmax = 0,33 h-1, cf. Figure 86 
Cas 1) et est appelé potentiel maximal, noté max 2 XrNADPHq →  
- avec la diminution du taux de croissance (contrôlé par un flux limitant de phosphore), les 
besoins en NADPH2 pour l’anabolisme diminuent, libérant une partie du potentiel maximal pour 
la production de PHB, soit : 





−= →→
max
1max 2 2 µ
µqq XrNADPHPHBNADPH  Eq. 59 avec la 
stoechiométrie d’une mole de PHB nécessitant une mole de NADPH2, il est possible d’en 
déduire la vitesse de production de PHB associée 
- le système est néanmoins contraint, le flux de NADPH2 généré par la G6PD est proportionnel 
d’un facteur 1k  aux seuls besoins anaboliques (fixé à 3 d’après la valeur maximale du rapport 
calculé lors de la culture B - Tableau 55-) et celui généré par le cycle de Krebs (TCA) ne peut 
dépasser un flux 2k défini, dans un premier temps, comme le flux calculé à taux de croissance 
maximal soit 2195 µMole.gXr-1.h-1 (Cf. Figure 86 Cas 1). L’équation correspondante à ce cas de 
figure est : ( ) 21max 2 2 1
max
kk
µ
µqq XrNADPHPHBNADPH +−= →→  Eq. 60 
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Figure 86 : Schémas métaboliques et vitesses spécifiques 1-en condition de croissance aux potentialités maximales, 2-en condition de production de PHB avec un taux de croissance nul, 3- 
en condition de production de PHB avec le maintien d’une croissance résiduelle 
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Ainsi pour un taux de croissance nul, le flux maximal de génération de NADPH2 est de 
2195 µMole.gXr-1.h-1, ce qui correspond à une vitesse spécifique de production de PHB de 
0,22 Cmole.Cmole-1.h-1 (Cf. Figure 86 Cas 2). 
La représentation de l’équation globale 59 (ligne  Figure 87) et de l’équation 60 (ligne 
 Figure 87) ainsi que les points expérimentaux des cultures B et F (points  Figure 87) montre que 
les seules contraintes sur les deux flux (voie d’Entner-Doudoroff et TCA) permettent d’approcher le 
comportement cinétique présenté dans la Partie III - II II.1. Elle justifie donc le fait que l’association d’une 
croissance résiduelle faible à la production de PHB est favorable à la biosynthèse du polymère en 
termes de vitesse spécifique de production. L’optimum ainsi retrouvé serait une vitesse spécifique 
maximale de production de 0,35 Cmole.Cmole-1.h-1 associée à un taux de croissance de 0,05 h-1 (Cf. Figure 
86 Cas 3) en accord avec les vitesses élevées mesurées de manière transitoire de 0,34 à 0,35 
Cmole.Cmole-1.h-1 (Cf. Partie III - II I.2 p.114). 
 
Figure 87 : Vitesse spécifique de production de PHA (qPHA) en fonction de taux d'accroissement de la biomasse résiduelle (µ) 
en considérant les équations 59 et 60, et points expérimentaux des cultures B et F 
Il a été considéré que le flux maximal de génération de NADPH2 via le TCA ( 2k  dans l’équation 60) 
est celui calculé dans des conditions de production de biomasse à taux de croissance maximal 
(2195 µMole.gXr-1.h-1) et que le coefficient 1k  est constant. Néanmoins, il est possible qu’avec la diminution 
des taux de croissance, ils soient réduits du fait même d’une réduction des potentialités catalytiques 
entraînées par la limitation phosphore. D’autant plus que lors des Fed-Batch, ces conditions correspondent à 
un taux de PHA dans les cellules élevées, avec un effet possible de l’encombrement stérique sur les 
cinétiques. Une valeur de 1600 µMole.gXr-1.h-1 pour le flux maximal de génération de NADPH2 via le TCA 
permet de mieux représenter la réalité expérimentale ce qui correspond à une réduction à 73% des 
capacités maximales (ligne  Figure 87). 
La relation de couplage inverse décrite par l’équation 59 est valable quelque soit le substrat acide 
étudié puisque le taux de croissance maximal est le même et donc le potentiel de génération de NADPH2 
maximal est le même : 3989 µMole.gXr-1.h-1. 
III.4 CONFRONTATION MODELISATION EXPERIMENTATION, PRODUCTION DE PHB A PARTIR 
D’ACIDE ACETIQUE 
Pour l’acide acétique, en appliquant les mêmes contraintes que l’acide butyrique, soit en l’absence 
d’une croissance résiduelle (NADPH2 via TCA) comme en présence d’une croissance résiduelle (NADPH2 
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via G6PD et dissipation minimale de 200 mMoleATP.Cmole-1), le rendement théorique limite de production de 
PHB est de 0,66. Ainsi pour la culture F (phase alimentée en phosphore), le rendement expérimental limite 
est de 0,53 Cmole.Cmole-1 et se situe à 80% du théorique meilleur que le rendement expérimental limite de 
production de PHB trouvé par Babel et al. 2001 égal à 0,46 Cmole.Cmole-1. 
III.5 CONFRONTATION MODELISATION-EXPERIMENTATION, PRODUCTION DE PHB-CO-HV A 
PARTIR D’ACIDE PROPIONIQUE 
En simulant une phase de croissance avec un taux de croissance de 0,33 h-1 et en imposant la 
même répartition entre G6PD et TCA pour la génération du NADPH2 que pour l’acide butyrique, le 
rendement théorique carboné en biomasse est de 0,59 Cmole.Cmole-1 pour un YATP,X de 14 gX.moleATP-1. Le 
rendement expérimental limite est de 0,58 Cmole.Cmole-1 soit 98% du théorique. La stoechiométrie 
appliquée à la croissance pour l’acide butyrique et l’acide propionique parait être identique et il est possible 
de postuler que les contraintes stoechiométriques développées ci-dessus vont s’appliquer en condition de 
production de PHA pour les deux acides. 
Ainsi pour une croissance résiduelle nulle, la génération du NADPH2 via la G6PD est nulle, seul le 
TCA peut être utilisé. S’il est considéré que l’assimilation de l’acide propionique s’effectue comme en 
croissance via le cycle du méthyl-citrate (ou via le Succinyl-CoA), le rendement théorique limite de 
production de PHB serait de 0,44 Cmole.Cmole-1 et celui de production de PHV est 0,56 Cmole.Cmole-1. Le 
rendement expérimental maximal de production de PHV à partir d’acide propionique est de 0,38 
Cmole.Cmole-1 (culture G, phase d’accumulation n°5), et en s’int éressant aux rendements instantanés, celui-
ci ne dépasse jamais 0,41 Cmole.Cmole-1 soit 73% du rendement théorique limite. La bonne adéquation  
entre expérience et simulation pour l’acide butyrique ne semble pas être vérifiée dans cette phase de 
production. Cependant, la production de PHV uniquement à partir d’acide propionique intervient en 
conditions de carence phosphore drastique situant les limites de nos hypothèses (Cf. Partie III - V p. 175). 
Concernant la production de PHB-co-HV, en l’absence de croissance résiduelle, le rendement 
théorique maximal de production en fonction du pourcentage d’HV est visualisable sur la Figure 88. Pour la 
culture C (production de P(HB-co-HV) à 57 % d’HV en Cmole.Cmole-1), le rendement expérimental limite est 
de 0,43 Cmole.Cmole-1 soit à 86% du maximum théorique représenté sur la Figure 88 
 
Figure 88 : Production de P(HB-co-HV) : rendement théorique limite et coefficient respiratoire associé en fonction de la 
composition du polymère en l’absence de croissance résiduelle (soit NADPH2 via TCA uniquement) 
 
Partie III - III Caractérisation stoechiométrique du devenir du carbone chez Cupriavidus necator en l’absence d’effets inhibiteurs dus 
aux substrats dddddddddddddddddddddddddddddddddd 
 
 
Document confidentiel   145 
En présence d’une croissance résiduelle, en appliquant comme pour l’acide butyrique une 
dissipation minimale d’ATP de 200 mMole.Cmole-1 alors le rendement théorique limite est compris entre 
0,67 Cmole.Cmole-1 si le produit est du PHB et 0,76 Cmole.Cmole-1 si le produit est du PHV. Ainsi pour la 
culture D (phase alimentées en phosphore), le rendement théorique limite de production de P(HB-co-HV) (à 
38 % d’HV en Cmole.Cmole-1) est de l’ordre de 0,73 Cmole.Cmole-1 alors que le rendement expérimental 
limite est de 0,63 Cmole.Cmole-1, à 87 % du maximum théorique. 
III.6 CONCLUSION 
De façon générale pour les trois substrats étudiés, tant qu’une croissance résiduelle est maintenue, 
aussi faible qu’elle soit, avec la simple hypothèse réductrice d’une contrainte des potentialités de génération 
du NADPH2 à la demande carbonée en pentoses phosphate et au potentiel catalytique du cycle TCA, il est 
possible de rendre compte du couplage cinétique limite existant entre la production du biopolymère et le taux 
de croissance résiduel (Eq. 59 et 60). Cette modélisation pourrait, semble-t-il être affinée en introduisant une 
variation des deux constantes 
1k  et 2k en fonction du degré de limitation phosphorée. Elle permet d’aborder 
la description globale de la croissance et de la production sous contrainte métabolique et d’appréhender 
ainsi  la dynamique d’accumulation ainsi que les rendements limites pouvant être espérés à partir d’une 
source carbonée complexe.  
IV MODELE STOECHIOMETRIQUE RETENU 
La confrontation de la modélisation aux résultats expérimentaux a permis de réduire le nombre de 
réactions stœchiométriques à considérer dans le modèle et de définir une structure réactionnelle qui permet 
de représenter au mieux la réalité expérimentale. Les choix qui ont été faits par rapport aux différents 
scénarios présentés en introduction sont les suivants : 
- l’activation des acides nécessite 1 ATP ce qui correspond à des activations de type (1) ou (3) 
- l’assimilation de l’acide butyrique se fait via le S-HB-CoA, la voie directe rencontrée chez 
Rhodospirillum est éliminée 
- l’assimilation de l’acide propionique peut se faire via le cycle du méthyl-citrate ou le succinyl-
coA, les résultats sont identiques que ce soit en croissance comme en production de PHA, la β-
oxydation est ainsi éliminée. Le cycle du méthyl-citrate étant plus documenté dans la 
bibliographie, il sera retenu au détriment de la voie empruntant le succinyl-CoA. 
- la génération du NADPH2 peut être réalisée par l’isocitrate déshydrogénase du cycle de Krebs 
(TCA) ou par la G6PD de la voie d’Entner-Doudoroff. L’enzyme malique ne semble pas 
nécessaire pour représenter la réalité expérimentale. La répartition entre ces deux voies sera 
modulée par le potentiel anabolique : 
o pour la croissance à µmax (0,33 h-1), un flux de 2195 µmole.g-1.h-1 via le TCA et un flux de 
1794 µmole.g-1.h-1 via la G6PD pour tous les substrats 
o pour la production de PHA : 
 en l’absence de croissance résiduelle, le NADPH2 est uniquement généré au 
niveau du cycle de Krebs (TCA) par l’isocitrate déshydrogénase NADPH2 
dépendante 
 en présence d’une croissance résiduelle, le NADPH2 peut être fortement généré 
via la voie d’Entner-Doudoroff dans la limite d‘un flux maximum de trois fois celui 
nécessaire pour l’anabolisme et avec une dissipation minimale de 
200 mMoleATP.Cmole-1 
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 le flux de génération du NADPH2 via le cycle de Krebs ne peut excéder le flux 
maximum enregistré à µmax soit 2195 µmole.g-1.h-1 
- le rendement énergétique de production de biomasse est fixé à 14 gXr.moleATP-1, pour tous les 
substrats 
Les rendements théoriques limites ainsi obtenus et les coefficients respiratoires associés sont 
présentés dans le tableau suivant. Parmi les AGV, le substrat offrant le plus d’intérêt est l’acide butyrique, 
que ce soit en conditions de croissance comme en conditions de production de PHB. 
 
Tableau 56 : Rendements théoriques maximums et coefficients respiratoires associés selon les phases de cultures 
Croissance Production PHA si µ ≠ 0 Production PHA si µ = 0 
Phases de culture : 
YS,X QR YS,PHB QR YS,PHV QR YS,PHB QR YS,PHV QR 
acide butyrique 0,65 0,63 0,88 0,46 x x 0,67 0,67 x x 
acide propionique 0,59 0,76 0,67 0,80 0,76 0,94 0,44 0,83 0,56 0,89 
acide acétique 0,50 1,08 0,66 1,32 x x 0,67 1,33 x x 
 
V DISCUSSION : INFLUENCE DE L’ANABOLISME DE LA SOUCHE SUR LES 
PERFORMANCES DE PRODUCTION DE PHA 
En présence d’une croissance résiduelle, les rendements expérimentaux limites de production de 
PHA sont élevés et peuvent s’expliquer par la possibilité précédemment retenue d’utiliser une voie 
performante de génération du NADPH2 : la voie d’Entner-Doudoroff. Pour Shi et al. 1997, les rendements 
élevés obtenus sur acide butyrique s’expliquent par le fait que le NADPH2 est généré via la voie des 
pentoses phosphates sollicitée de manière cyclique (dans ce cas YS,PHB = 0,82 Cmole.Cmole-1). D’après la 
bibliographie la voie des pentoses-phosphates n’est pas envisageable, mais elle est quasiment équivalente 
à la génération via la voie d’Entner-Doudoroff (G6PD) qui abouti à un rendement théorique limite de 
production de PHB de 0,89 Cmole.Cmole-1 (Cf. Tableau 53), en accord avec nos hypothèses. Une autre 
éventualité pour atteindre des rendements aussi élevés est d’envisager une activité transhydrogénase. Cette 
hypothèse parait moins probable car sans possibilité objective d’associer son activité à l’activité anabolique 
(demande carbonée en pentoses-phosphates). Il ne parait donc pas possible dans ce cas d’expliquer le 
couplage entre croissance et production de PHB aux faibles taux de croissance.  
Il a été démontré que le couplage entre croissance et production de PHA permet d’obtenir de 
meilleures performances de production de PHB que ce soit en termes de rendements que de vitesses. Ces 
résultats sont en accords avec le fait que : 
- la croissance seule est limitée par l’énergie (ATP disponible) 
- le catabolisme du carbone associé à la production de PHB est producteur d’énergie à différents 
niveaux selon la source carbonée et en absence de croissance, elle doit être dissipée. Ainsi, la 
production de PHB est uniquement limitée par le potentiel de génération du NADPH2. 
Des conclusions similaires avaient été formulées par Aragao (1996) pour des cultures sur glucose : 
où le maintien d’une croissance résiduelle grâce à une alimentation en azote permettait d’améliorer le 
rendement et la productivité en PHB par rapport à une culture carencée. Par contre aucune modification du 
rendement théorique n’avait été constatée. Cette observation est logique puisque l’assimilation du glucose 
passe obligatoirement par la voie d’Entner-Doudoroff. Ce catabolisme obligé fait qu’il n’est pas observé de 
modulation du rendement théorique limite liée à la variabilité des voies de génération du NADPH2, sauf si 
une activité transhydrogénase est envisagée. Toutefois, aucuns résultats sur glucose n’ont mis en évidence 
des rendements plus élevés que 0,67 Cmole.Cmole-1, ce qui conforte l’abandon d’une possibilité de 
génération de NADPH2 à partir du pool de NADH2. 
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Pour les aspects cinétiques, la confrontation modélisation expérimentation a également permis 
d’expliquer la relation entre vitesse de production de PHA et taux de croissance par la disponibilité en 
NADPH2 selon les équations 59 et 60. La diminution du taux de croissance contrôlée par la limitation 
phosphore imposée permet de dédier une partie du potentiel de génération du NADPH2 à la production de 
PHA expliquant le couplage inverse entre qPHA et µ (Cf. Figure 89). Mais la limitation de sa génération via la 
G6PD ne peut dépasser trois fois la demande anabolique (facteur k1 de l’équation 60) et celle via le TCA est 
restreinte au flux enregistré à taux de croissance maximal soit 2195 µmole.g-1.h-1 (facteur k2 de l’équation 
60). Ces limitations ont une influence très importante sur la vitesse de production de PHB pour les taux de 
croissance les plus faibles et traduisent le couplage partiel entre production et croissance. 
L’optimum théorique obtenu pour la vitesse de production de PHB serait alors de 0,35 Cmole.Cmole-
1
.h-1 pour un taux de croissance de 0,05 h-1 (Cf. Figure 89), en accord avec la vitesse maximale mesurée. 
Pour la vitesse de production de PHV uniquement,  à partir d’acide propionique, l’optimum est plus élevé de 
l’ordre de 0,43 Cmole.Cmole-1.h-1 sans confirmation expérimentale jusqu’à présent ni dans nos travaux ni 
parmi les travaux issues de la littérature avec la souche Cupriavidus necator. Toutefois, nous avons pu 
démontrer que cette production totalement tournée vers la production de PHV n’était réalisable qu’en 
conditions de carence prononcée et sans doute hors de nos conditions d’hypothèses sur la plage de 
variation des taux de croissance. 
 
Figure 89 : Vitesse spécifique de production de PHB et de PHV (qPHA) à partir d’acides gras volatils en fonction du taux 
d'accroissement de la biomasse résiduelle (µ) en considérant les équations 59 et 60 
 
Ce modèle défini par les équations 59 et 60 a été testé pour simuler le potentiel de production de 
PHA à partir de glucose. En définissant le taux de croissance maximal égal à 0,23 h-1 (Aragao 1996), le 
potentiel maximal de production de NADPH2 ( max 2 XrNADPHq → ) s’élève alors à 2780 µmole.g-1.h-1 et le flux 
maximal via le TCA (facteur k2) est fixé à 1690 µmole.g-1.h-1. La simulation (en bleu sur la Figure 90) est en 
parfait accord avec les résultats obtenus par Aragao (1996). 
Nos hypothèses métaboliques semblent pouvoir s’appliquer à d’autres substrats que les AGV et 
permettrait de positionner correctement le taux de croissance optimal permettant d’atteindre les vitesses 
spécifiques de production maximales. 
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Figure 90 : Vitesse spécifique de production de PHB (qPHB) à partir de glucose en fonction du taux d'accroissement de la 
biomasse résiduelle (µ) comparaison du modèle défini par les équations 59 et 60 aux résultats d’Aragao (1996) 
 
Il peut être également intéressant de l’étendre à d’autres souches productrices qui pourraient 
présenter un taux de croissance maximal supérieur puisque la capacité de production de PHA est fixée par 
le potentiel maximal de production de NADPH2 qui dépend de l’anabolisme de la souche. Ainsi plus la 
souche aura un taux de croissance maximal élevé, plus la vitesse spécifique maximale potentielle de 
production de PHA sera élevée et plus le taux de croissance de la biomasse résiduelle associé sera élevé. 
Dans ces conditions l’obtention d’une productivité élevée est favorisée. Par exemple, une souche capable de 
croître à 0,50 h-1 serait capable de produire du PHB à une vitesse spécifique maximale de l’ordre de 
0,52 Cmole.Cmole-1.h-1 en association avec une croissance résiduelle de 0,075 h-1. En étenadant la 
simulation pour tous les taux de croissance maximum (µmax), la vitesse maximale de production de PHB 
(qPHB) est égale à 1,04 fois µmax et le taux de croissance associé à cet optimum est de 0,15 fois µmax (Cf. 
Figure 92). Au vu de cette relation de proportionnalité, le taux maximal de PHB correspondant à l’optimum 
est de 86% d’accumulation massique (g.g-1) quelque soit le taux de croissance maximal. 
 
 
Figure 91 : Vitesse spécifique de production de PHB (qPHB) en fonction du taux d'accroissement de la biomasse résiduelle (µ) 
pour des souches ayant différents µmax (modèle défini par les équations 59 et 60) 
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Figure 92 : Vitesses spécifiques maximales de production de PHB et taux de croissance associé en fonction du taux de 
croissance maximale de la souche 
 
Il faut noter que l’application du modèle défini par les équations 59 et 60 à d’autres souches sous-
entend que les hypothèses suivantes ont été considérées : 
- composition de la biomasse identique à celle de C. necator 
- schéma métabolique identique, en particulier pour les voies de génération du NADPH2. 
Ces paramètres peuvent influer de manière importante sur la simulation. Mais ce qu’il faut retenir 
c’est que la production de PHA est intimement liée à la croissance de la souche et que l’étude des capacités 
de synthèse de biomasse ne doit pas être négligée pour l’optimisation des procédés de production de PHA. 
 
Nous pouvons considérer que nous disposons d’un modèle stoechiométrique et de corrélations 
cinétiques (liant qS, qPHA, µ) applicable à l’ensemble des substrats qui vont permettre d’étudier plus en détails 
les problématiques d’inhibition et d’antagonisme métabolique entre les substrats présentées dans le 
paragraphe suivante. 
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PARTIE III - IV  ETUDE DYNAMIQUE DES REPONSES DE 
CUPRIAVIDUS NECATOR A UN EXCES DE 
SUBSTRAT ACIDE 
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I INTRODUCTION 
Lors des études en Fed-Batch, de premières observations en termes d’inhibition des acides gras 
volatils et d’antagonismes entre les substrats ont été faites (Cf. Partie III - I II.3.2 p.100) : 
- l’acide propionique est très inhibiteur comparé à l’acide acétique et à l’acide butyrique et ceci 
malgré des pKa et des longueurs de chaînes proches. Il semblerait qu’il n’agisse pas 
simplement via une accumulation excessive dans le cytoplasme mais qu’il exerce également 
une inhibition spécifique des fonctions métaboliques. 
- l’acide butyrique parait être un substrat préférentiel lorsqu’il est associé à l’acide acétique ou à 
l’acide propionique. 
- l’excrétion d’acide acétique dans le milieu en réponse à certaines situations d’excès de substrat 
montre que l’acétyl-CoA est un intermédiaire clef. Cette constatation est en accord avec sa 
position dans le métabolisme de la souche au carrefour du catabolisme des substrats, de 
l’anabolisme et de la synthèse des PHA.  
Néanmoins, les études en Fed-Batch n’avaient pas pour objectif de qualifier les effets inhibiteurs des 
acides gras volatils mais d’étudier les capacités maximales de la souche en s’affranchissant de la toxicité 
des AGV. C’est pourquoi ces observations résultent de périodes transitoires où les apports carbonés étaient 
temporairement mal maîtrisés. Elles nécessitent d’être approfondies lors d’une étude spécialement dédiée 
dont les résultats sont présentés dans cette partie. 
La démarche choisie est l’étude des régimes transitoires induits par des pulses d’acides sur un 
système continu préalablement stabilisé en régime permanent (présentation détaillée des cultures dans la 
Partie III - I III Conditions opératoires en cultures continues (Cultures H et I) p.104). Dans ces conditions, 
l’étude a pu être menée en s’affranchissant de tout effet cumulatif des perturbations précédentes. Les pulses 
sont réalisés soit avec le substrat contrôlant le régime permanent : l’acide butyrique, soit avec un autre 
substrat : l’acide propionique ou l’acide acétique. Dans ce dernier cas, une problématique de multi-substrat 
s’ajoute aux problématiques d’inhibition. Pour rappel, le régime permanent du chemostat H a été stabilisé en 
conditions de croissance uniquement (en présence d’un excès de phosphore) alors que celui du chemostat I 
a été stabilisé en conditions de production de biomasse et de PHB en imposant une limitation en phosphore 
en plus de la limitation carbone. Les différents cas étudiés sont repris sur la figure suivante : 
Flux Carbone limitant (A. Butyrique)
Excès Phosphore
Flux Carbone limitant (A. Butyrique)
Flux Phosphore limitant
En conditions de Croissance En conditions de Croissance 
et de Production de PHA
Excès Carbone : pulses
Simple substrat :
A. Butyrique
Multi-substrat :
A. Acétique ou A. Propionique
Régime 
Permanent
ou
Culture H Culture I
Régimes 
Transitoires
 
Figure 93 : Schéma récapitulatif du mode de conduite des cultures continues 
 
En premier lieu, la réponse à un excès d’acide butyrique sera présentée. Ensuite seront détaillées 
les réponses à un excès d’acide acétique puis à un excès d’acide propionique en présence d’un flux limitant 
d’acide butyrique. 
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II REPONSE A UN EXCES D’ACIDE BUTYRIQUE 
II.1 OBSERVATIONS GENERALES 
Les concentrations en biomasse et en PHB obtenues après épuisement du substrat additionnel  sont 
représentées sur la Figure 94 pour les différentes concentrations initiales en acide butyrique lors de l’ajout. 
Ces premières observations, nous montrent qu’en conditions de croissance uniquement (culture H), le 
carbone complémentaire est orienté préférentiellement vers la production de PHB bien que l’environnement 
nutritionnel ne soit pas limitant pour la croissance et que le taux de croissance imposé par le taux de dilution 
de 0,19 h-1 soit largement inférieur au taux de croissance maximal de la souche. Pour le pulse le plus élevé 
de 111 mMole.L-1, une inhibition importante de la croissance est constatée avec une concentration finale en 
biomasse distinctement inférieure à celle du régime permanent. 
En conditions de production de PHB (Culture I), sous condition de limitation phosphorée, aucune 
production de biomasse résiduelle n’est donc constatée pendant le pulse et le carbone supplémentaire est 
uniquement métabolisé vers la production de PHB. 
 
Figure 94 : Cultures continues H et I, pulses d’acide butyrique : concentrations en biomasse résiduelle et PHB obtenues en fin 
de pulse en fonction de sa concentration initiale ; comparaison aux valeurs de régime permanent. 
 
Pour évaluer la valorisation du carbone entre produits (Biomasse + PHA) par rapport à sa dissipation 
en CO2, les rendements globaux de conversion du carbone supplémentaire consommé lors du pulse sont 
présentés sur la Figure 95. 
Lorsque l’ensemble des mesures est disponible à l’épuisement du substrat en excès, le calcul de ce 
rendement global est effectué sur la production additionnelle ramenée au substrat additionnel consommé, 
(Chemostat I), d’après les mesures réconciliées, selon l’expression suivante : 
,( )
( ) additionnels produits
Acide Butyrique additionnel consomméS Xr PHB
Xr PHBR +
+
=  (Cf. Tableau 57), ou, par interpolation d’après la 
production de dioxyde de carbone selon la formule 2
,( )
CO  additionnel produit1
Acide Butyrique additionnel consomméS Xr PHB
R + = − . 
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Tableau 57 : Culture continue I, pulses d’acide butyrique, rendements globaux de conversion du substrat supplémentaire 
apporté par le pulse en produits (Biomasse résiduelle et PHB), bilans carbone et redox et rendements globaux corrigés selon 
la vérification du bilan carbone 
pulse RS,(Xr+PHA) (Cmole.Cmole-1) Bilan Carbone Bilan Rédox 
R
 S,(Xr+PHA) corrigé 
selon bilan 
(Cmole.Cmole-1) 
A 0,98 105 % 104 % 0,93 
C 0,89 100 % 99 % 0,89 
D 0,94 105 % 105 % 0,90 
E 0,71 99 % 103 % 0,72 
 
 
Figure 95 : Cultures continues, rendement de production de biomasse et de PHB à partir de l’acide butyrique ajouté par pulses 
(culture H pulses A - H ; culture I pulses A, C, D, E) 
 
Quelles que soient les conditions (croissance, production de PHA), il est mis en évidence que la 
valorisation globale du carbone en produits (Biomasse et / ou PHA) diminue avec l’augmentation de la 
concentration initiale du pulse : 
- En conditions de croissance (Chemostat H), les rendements sont très affectés à partir d’un ajout 
de 50 mMole.L-1 (4,6 g.L-1). A partir de 100 mMole.L-1, l’équivalent de l’acide butyrique amené 
par pulse est dissipé et au-delà de 100 mMole.L-1 l’obtention d’un rendement négatif montre une 
altération globale des rendements. 
- En conditions de production de PHA (Chemostat I) associée à une croissance résiduelle à un 
taux de 0,068 h-1, le rendement reste élevé même pour un pulse de 110 mMole.L-1 (soit de 
9,8 g.L-1) : la conversion du substrat en PHB est comprise entre 0,67 et 0,89 Cmole.Cmole-1. 
Ces rendements correspondent respectivement à la production de PHB avec génération du 
NADPH2 via le cycle de Krebs et via la G6PD. Au-delà de 110 mMole.L-1, le rendement de 
production de PHB devient inférieur au rendement théorique limite. 
Il semblerait donc que, quand les cellules sont dans un état physiologique de croissance pure, 
l’excès de substrat est rapidement engagé dans la production du polymère. Un très faible accroissement du 
potentiel anabolique s’opère pour des concentrations inférieures à 70 mM et pour des concentrations de 
l’ordre de 100 mM un phénomène d’inhibition importante intervient. De plus, tout excès de substrat conduit à 
une diminution du rendement de conversion. Si la croissance est préalablement conditionnée par la double 
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limitation carbone et phosphore, le potentiel anabolique reste inchangé, ce qui semble témoigner d’une 
implication unique de la voie de production du polymère pour absorber l’overflow catabolique si elle est 
préalablement fonctionnelle. 
II.2 ANALYSE DU DEVENIR DU CARBONE SUITE AUX AJOUTS D’ACIDE BUTYRIQUE EN 
CONDITIONS DE CROISSANCE 
Durant le chemostat H, au cours des pulses, la répartition fine du carbone entre biomasse, PHB et 
dissipation peut être interprétée grâce à la mesure en ligne des gaz : le coefficient respiratoire (QR) apporte 
des informations pertinentes grâce à la comparaison avec le modèle métabolique et les scénarios 
développés dans la partie précédente. Ainsi il a pu être dégagé deux types de pulses : 
- les pulses de concentrations initiales inférieures ou égales à 30 mMole.L-1 (A-D) pour lesquels le 
QR, de l’ordre de 0,67 Cmole.Mole-1 en régime permanent, diminue à 0,55 – 0,57 au cours du 
pulse (Cf. Figure 96), indiquant une valorisation accrue du carbone. 
- les pulses de concentrations égales ou supérieures à 50 mMole.L-1 (E-H) pour lesquels le QR 
augmente par rapport au régime permanent : par exemple pour le pulse le plus élevé, le QR 
atteint 0,77 (Cf. Figure 97), indiquant une dissipation importante du carbone. 
 
Pour les pulses A à D de concentrations initiales inférieures ou égales à 30 mMole.L-1, la Figure 96 
décrit l’évolution du coefficient respiratoire en fonction du temps normé par la durée correspondant à 
l’épuisement de l’excès de substrat (t/tf). Elle permet d’expliquer en quatre étapes, le devenir du  carbone et 
les schémas métaboliques mis en jeu : 
1- Le carbone ajouté est converti avec un fort rendement, essentiellement en PHB et en biomasse. 
Le QR de 0,55 est caractéristique, d’après le descripteur métabolique, de la conversion de 
l’acide butyrique en PHB avec un rendement théorique de 0,82 Cmole.Cmole-1 en accord avec 
les rendements globaux calculés lors de ces pulses compris entre 0,78 et 0,86 Cmole.Cmole-1 
(Cf. Figure 95) et ce quelque soit l’intensité du pulse. Ce fort rendement ne peut être obtenu que 
si le NADPH2 est essentiellement généré par la voie d’Entner-Doudoroff (G6PD) en association 
avec une croissance. 
2- Dès la fin du pulse (t/tf > 1), pendant une très courte période (temps d’adaptation τ), alors que 
l’ensemble du carbone résiduel est épuisé, le flux d’acide butyrique apporté en continu est 
encore converti en partie en PHB (le QR reste inférieur à 0,67). 
3- Ensuite, le carbone apporté est uniquement converti en biomasse et le PHB produit est 
reconsommé (QR supérieur à 0,67 indiquant d’après le modèle une croissance sur PHB et acide 
butyrique). 
4- Le régime permanent est retrouvé, le carbone est converti en biomasse avec un rendement de 
0,66 et un QR de 0,67. 
 
Avec l’augmentation de l’intensité de l’ajout, on constate que la production de PHB est induite avec 
un temps de réponse identique de l’ordre de 3 minutes (données non montrées), que la poursuite de cette 
production après épuisement de l’excès de substrat se fait sur une durée τ similaire pour tous les pulses de 
l’ordre de 8 minutes. 
Cette analyse dynamique confirme les conclusions avancées lors de l’analyse des rendements, à 
savoir que, face à un brusque excès de carbone, la souche ne soit pas capable d’atteindre ses capacités 
maximales de croissance mais qu’elle puisse diriger rapidement ce carbone excédentaire vers la production 
de PHB.  
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Figure 96 : Culture continue H, pulses d’acide butyrique A à D, coefficient respiratoire (QR), en fonction de l’avancement du 
pulse défini par t/tf (avec tf le temps auquel le substrat résiduel est épuisé) et destination du substrat correspondante au QR 
d’après la modélisation des flux. 
 
Pour les pulses de concentrations initiales supérieures ou égales à 50 mMole.L-1 (E-H), la Figure 97 
permet d’expliquer la destination du substrat et les schémas métaboliques mis en jeu :  
1- Dès l’injection du substrat, un pic du coefficient respiratoire est noté correspondant à une 
oxydation complète du carbone. Ces comportements sont généralement rencontrés pour 
d’autres microorganismes et sont interprétés de la manière suivante : une demande énergétique 
accrue pour restaurer l’homéostasie pH suite à l’acidification du cytoplasme par diffusion de la 
forme protonée de l’acide. 
2- le QR rediminue, le carbone est converti en PHB et en biomasse, les valeurs supérieures à 0,67 
correspondant à un métabolisme associé à une déperdition énergétique d’autant plus importante 
que la concentration exocellulaire est élevée 
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3- les valeurs de QR inférieures à 0,67 témoignent d’une amélioration du rendement de conversion 
en PHB vers sa valeur maximale (YS,PHB = 0,82 Cmole.Cmole-1) lorsque les concentrations 
exocellulaires rejoignent celles analysées précédemment 
4- A la fin du pulse, sur une très courte période (temps d’adaptation τ) pareillement aux pulses les 
plus faibles, il est possible que la synthèse de PHB se poursuive à un taux supérieur à celui 
correspondant au régime permanent à partir de l’acide butyrique apporté en continu (Valeur de τ 
comprise entre 0 et 8 minutes) 
5- Par la suite le PHB produit va être co-métabolisé avec l’acide pour assurer la croissance de la 
biomasse. 
6- Le régime permanent est retrouvé, le carbone est converti en biomasse avec un rendement de 
0,66 et un QR de 0,67 
 
Figure 97 : Culture continue H, pulses d’acide butyrique E à H, coefficient respiratoire (QR) en fonction de l’avancement du 
pulse défini par t/tf (avec tf le temps auquel le substrat résiduel est épuisé) et destination du substrat correspondante au QR 
d’après la modélisation des flux. 
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Avec l’augmentation des concentrations résiduelles en acide, l’anabolisme et la synthèse de PHB 
sont de plus en plus inhibés conduisant à une décroissance de la vitesse spécifique d’assimilation du 
substrat (Cf. Figure 98). 
 
Figure 98 : Culture continue H, pulses d’acide butyrique A à H, vitesse spécifique de consommation du substrat (qS en 
Mole.Cmole-1.h-1) en fonction de l’acide résiduel dans le milieu (en mMole.L-1) 
 
La vitesse maximale de consommation du substrat enregistrée pendant ces pulses est de 0,20 
Mole.Cmole-1.h-1. Pour des concentrations exocellulaires allant de 0 à 30-50 mM, d’après la régression 
linéaire effectuée, on se situe dans des conditions optimales de conversion sans dissipation énergétique 
accrue, où l’entrée du substrat est uniquement fonction des capacités anabolique et de biosynthèse 
(progressivement inhibées par les concentrations en acide résiduelles). L’extrapolation conduirait à une 
inhibition totale de ces deux métabolismes pour une concentration de 130 mM (11,5 g.L-1) engendrant 
potentiellement un lavage du réacteur. 
Toutefois, pour des concentrations exocellulaires supérieures à 30-50 mM (soit 2,6 - 4,4 g.L-1), il est 
possible de maintenir des vitesses spécifiques de consommation de substrat supérieures à ces demandes 
métabolique. La fraction excédentaire ainsi consommée est totalement oxydée avec une énergie équivalente 
entièrement dissipée (QR correspondant supérieur à 0,67) conduisant à une réduction significative des 
rendements. Une autre hypothèse peut également être envisagée : l’inhibition des voies de synthèse 
(biomasse et PHB) est attribuée à l’acidification du cytoplasme et à l’impossibilité de maintenir un pH 
intracellulaire optimal par les mécanismes d’échanges ioniques (K+ et Na+/proton). Cela conduit alors à une 
réduction du delta de pH, de la force proton-motrice et du rendement P/O de la phosphorylation oxydative 
conduisant à une surconsommation catabolique de l’acide pour fournir l’énergie requise pour la croissance 
et la synthèse de PHB. 
II.3 ANALYSE DU DEVENIR DU CARBONE SUITE AUX AJOUTS D’ACIDE BUTYRIQUE SOUS 
LIMITATION PHOSPHORE 
La capacité de croissance lors de ce chemostat est imposée en régime permanent par la double 
limitation phosphore-carbone et l’excès de carbone est dirigé vers la production de PHB et/ou est dissipé. 
La vitesse de production de PHB diminue avec l’augmentation de la concentration en acide 
butyrique résiduelle (Cf. Figure 99). Le maximum d’après la régression linéaire est de 0,33 Cmole.Cmole-1.h-
1
 similaire au maximum défini par le modèle cinétique développé dans la partie précédente. D’après 
l’extrapolation des résultats, la vitesse de production de PHB devrait être nulle pour une concentration 
résiduelle en acide butyrique supérieure à environ 140 mMole.L-1, constat cohérent avec les observations 
précédentes. Pour des concentrations résiduelles comprises entre 0 et 35 mMole.L-1, la vitesse de 
production de PHB est élevée (comprise entre 0,25 et 0,33 Cmole.Cmole-1.h-1). Cette zone correspond en 
termes de rendement instantané de production de PHB à des valeurs de l’ordre de 0,60 Cmole.Cmole-1 
(d’après les régressions tracées pour qPHB et qS, Cf. Figure 99). La plupart des points des pulses A, C et D 
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sont dans cette zone optimale, le QR correspondant est inférieur à 0,67 et proche de 0,55 sur toute la durée 
du pulse (Cf. Figure 100) en accord avec les forts rendements instantanés et globaux enregistrés. 
Pour le pulse E (104 mM), au début de l’ajout, le coefficient respiratoire ne varie presque pas, le 
substrat est assimilé à une vitesse faible pour produire du PHB avec un rendement faible de l’ordre de 
0,40 Cmole.Cmole-1. Puis quand la concentration en acide butyrique résiduel a suffisamment diminuée 
(inférieure à 65 mMole.L-1), l’inhibition est moindre et le QR diminue indiquant que le rendement de 
production de PHB augmente progressivement jusqu’au maximum (Cf. Figure 99 et Figure 100). 
 
 
Figure 99 : Culture continue I, pulses d’acide butyrique A à E, vitesse spécifique de consommation du substrat (qS en 
Mole.Cmole-1.h-1), vitesse spécifique de production de PHB (qPHB en Cmole.Cmole-1.h-1) et rendement instantané de production 
de PHB (RtS,PHB  en  Cmole.Cmole-1) en fonction de l’acide résiduel dans le milieu (en mMole.L-1) 
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Figure 100 : Culture continue I, pulses d’acide butyrique A, C, D et E, évolution du coefficient respiratoire en fonction de 
l'avancement du pulse t/tf (avec tf le temps auquel le substrat résiduel est épuisé) et destination du substrat correspondante 
au QR d’après la modélisation des flux 
 
Comme en conditions de croissance, la vitesse spécifique de consommation du substrat (qS) décroît 
avec l’augmentation du substrat résiduel dans le milieu (Cf. Figure 99). Néanmoins les vitesses enregistrées 
pour de très petites concentrations résiduelles sont plus faibles qu’en conditions de croissance uniquement : 
0,13 contre 0,20 Mole.Cmole-1.h-1. De façon identique à l’analyse précédente, l’extrapolation de l’évolution 
de la vitesse spécifique de consommation en fonction de la concentration résiduelle pour des états 
métaboliques sans dissipation d’énergie peut être interprétée selon une inhibition totale de l’activité 
métabolique pour une concentration voisine de 150 mM. De manière similaire pour des concentrations 
supérieures à 30-50mM, une partie du substrat est catabolisé pour une production d’énergie non finalisée, 
ce que traduit bien la diminution du rendement de conversion en PHB comparé à la régression visualisé en 
rouge. L’assimilation du substrat semble donc être contrôlée en fonction de sa destination comme évoqué 
préalablement lors des études Fed-Batch. 
II.4 DISCUSSION 
En l’absence de limitation phosphore, l’ajout d’acide butyrique par pulse permet de diriger une partie 
de ce carbone supplémentaire vers la production de PHB. Dès que le substrat résiduel est épuisé, le PHB 
accumulé est consommé. Pour les ajouts de faibles concentrations, la souche est dans l’incapacité 
d’atteindre rapidement son taux de croissance maximal avec pour conséquence la convertion d’une fraction 
du substrat en PHB. Ses voies de production sont donc plus facilement mobilisables que celles de 
l’anabolisme qui semblent requérir un temps d’adaptation (synthèse d’enzymes…). Le même type de 
réponse a été constaté par van Aalst - van Leeuwen et al. 1997 et Van Niel et al. 1995 avec la souche 
Paracoccus pantotrophus avec l’acide acétique comme substrat, et par Pagni et al. 1992 avec la souche 
Aquaspirillum autotrophicum avec des pulses de pyruvate. C’est ce principe qui est appliqué pour la 
sélection des consortiums par le procédé de “Feast & Famine”. Pour les pulses de concentrations plus 
élevées, une réelle inhibition est constatée, les rendements de conversion sont affectés ainsi que les 
vitesses de croissance avec, malgré tout, une production de PHB à vitesse spécifique plus faible. 
En présence d’une limitation phosphore, il ne semble pas possible de produire plus de biomasse, le 
substrat excédentaire est uniquement dirigé vers la production de PHB, avec un fort rendement pour les 
pulses de faible concentration qui sont plus élevés qu’en conditions de croissance uniquement. Dans ces 
conditions, le système parait donc plus robuste face à une variation brusque de substrat en alimentation 
entraînant un excès de carbone cela peut éventuellement s’expliquer par le fait que la disponibilité 
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énergétique cellulaire à un impact moindre pour la production de PHB (uniquement le transport) que pour la 
croissance (synthèse anabolique). 
Au vu de ces résultats, il est possible de se demander si le degré d’inhibition dépend du point de 
fonctionnement choisi en régime permanent. C'est-à-dire si cela dépend de la latitude existante pour la 
souche d’évoluer vers la vitesse maximale de croissance (µmax) ou de production de PHB (qPHB max). La 
Figure 101, en reprenant la relation qPHB=f(µ) décrite grâce aux résultats cinétiques obtenus en Fed-Batch et 
à la modélisation (Cf. Eq. 59 et 60) illustre ce concept : 
- en considérant le point de fonctionnement choisi pendant le régime permanent de la culture H 
(en vert sur la figure) : face à un excès de carbone, le taux de croissance (µ) et / ou la vitesse 
spécifique de production de PHB (qPHB) devraient pouvoir augmenter selon différentes 
trajectoires symbolisées par les flèches vertes. 
- en considérant le point de fonctionnement choisi pendant le régime permanent de la culture I (en 
rouge sur la figure), la seule trajectoire possible (croissance limité par le phosphore) est 
l’accroissement de la vitesse spécifique de production de PHB jusqu’à atteindre son maximum 
(qPHB max). L’amplitude de la variation possible est plus importante que pour le chemostat H. 
- en supposant un point X1 (en violet) correspondant à la vitesse maximale de croissance, aucune 
production de PHB ne devrait avoir lieu. Ces prédictions sont en accord avec les conclusions de 
van Aalst - van Leeuwen et al. 1997. 
- en faisant l’hypothèse d’un point X2 (en bleu ciel) qui se situe à l’optimum pour la production de 
PHB, il est impossible d’obtenir une vitesse plus élevée, aucune adaptation métabolique n’est 
possible pour faire face à un surplus de carbone à moins d’envisager un catabolisme total 
dissipatif. 
- en conjecturant un point X3 (en bleu foncé) pour un taux de dilution imposé inférieur à l’optimum 
de 0,05 h-1 et une vitesse spécifique de production de PHB identique à celle du chemostat I, la 
variation de qPHB pour faire face à un excès de substrat devrait être plus faible que celle 
constatée lors du chemostat I 
 
Figure 101 : Cultures continues, représentation schématique des trajectoires possibles en termes de vitesses spécifiques de 
production de PHB et de croissance face à un faible excès de substrat de type pulse n’entrainant pas d’inhibition selon le 
régime permanent imposé. 
 
Les scénarios d’évolution exposés ci-dessus ne sont admissibles que pour des pulses de faibles 
concentrations, sinon, il faut intégrer un mécanisme d’inhibition, c’est à dire une altération des capacités 
maximales de la souche quand la concentration résiduelle augmente définissant ainsi, pour une 
concentration résiduelle fixée, un potentiel limite correspondant à un taux de croissance limite (µlim) 
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remplaçant dans le modèle défini par les équations 59 et 60 µmax par µlim. Ce concept est repris sur la Figure 
102 avec par exemple pour une concentration résiduelle en substrat d’environ 70 mMole.L-1, en condition de 
production de PHB, la vitesse maximale de production de PHB est de l’ordre de 0,17 Cmole.Cmole-1.h-1 pour 
un µ de 0,068 h-1(Chemostat I Figure 99), le taux de croissance limite (µlim) correspondant est donc de 
0,21 h-1. En reprenant le même raisonnement que pour les pulses de faibles concentrations, il faut noter que 
dans ces conditions : 
- pour le chemostat H (en vert), il ne reste que très peu de latitude pour évoluer vers des 
cinétiques plus élevées. Si le substrat résiduel devient supérieur à cette valeur de 70 mMole.L-1, 
il ne sera plus possible d’assurer le taux de croissance de 0,19 h-1 fixé par le taux de dilution 
entraînant un  lavage du réacteur. Ces conclusions correspondent bien à la diminution 
concentration en biomasse observée expérimentalement entre 67 et 110 mMole.L-1 (Figure 94 
p.154) et à l’incapacité d’assimilation du substrat à une vitesse supérieure ou égale à celle 
imposée en régime permanent observée pour une concentration résiduelle de l’ordre de 75 
mMole.L-1 (Cf. Figure 98 p.159). 
- pour le chemostat I : la vitesse de production de PHB maximale est réduite à 0,17 Cmole.Cmole-
1
.h-1 
- Dans l’hypothèse de points de fonctionnement limite X1 et X2, un ajout de substrat conduirait 
immanquablement une perte de stabilité du réacteur. Pour X1, le taux de croissance maximal  
serait limité à 0,21 h-1, inférieur au taux de dilution imposé de 0,33 h-1, ce qui entraînerait un 
lavage du réacteur. Pour X2, une diminution de la vitesse de production de PHB et 
éventuellement du taux de croissance devraient s’opérer (trajectoires possibles en bleu ciel), 
avec pour conséquence une réduction de la consommation de l’acide apporté en continu et donc 
une accumulation encore plus importante du substrat induisant une inhibition encore plus 
importante et à terme, entraînant un lavage du réacteur. 
- le point de fonctionnement X3 est potentiellement acceptable, mais l’amplitude de réponse à un 
excès de substrat serait réduite par rapport aux pulses de concentrations plus faibles 
(trajectoires en bleu foncé). 
 
Figure 102 : Cultures continues, représentation schématique des trajectoires possibles en termes de vitesse spécifique de 
production de PHB et de croissance face à un fort excès de substrat de type pulse induisant une limitation fonction de la 
concentration résiduelle en substrat (S) selon le régime permanent imposé. 
 
Cette modélisation de l’évolution potentielle des capacités de production du PHB, s’appuit d’une part 
sur nos résultats expérimentaux des régimes transitoires en chémostat, sur les potentialités de production 
déterminées en culture Fed-batch et d’autre part sur les hypothèses métaboliques déduites la modélisation 
métabolique. Elle rend compte de la diversité des réponses et montre bien qu’en fonction du régime 
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permanent choisi, pour un pulse de même concentration, les conséquences peuvent être très différentes et 
que, plus le point de fonctionnement choisi est optimal en termes de vitesse, moins le système sera robuste. 
Elle constitue un bon indicateur de la robustesse d’un procédé soumis à des variations de charge dans 
l’alimentation. 
III FLUX LIMITANT D’ACIDE BUTYRIQUE, EXCES D’ACIDE ACETIQUE 
III.1 OBSERVATIONS GENERALES 
Une étude similaire et comparative à celle réalisée pour les ajouts d’acide butyrique peut être menée 
pour des pulses d’acide acétique, dans une même gamme de concentration mais qui, de plus, constituent 
des situations d’assimilation de double substrat. Les concentrations en biomasse et en PHB obtenues en fin 
de pulse représentées sur la Figure 103 montrent, en première analyse, qu’en conditions de croissance 
uniquement, le carbone supplémentaire est également utilisé pour produire de la biomasse et du PHB. 
Comparativement, il semblerait que l’acide acétique soit plus dirigé vers la production de biomasse que ne 
l’est l’acide butyrique puisque, pour des concentrations initiales voisines (110 et 116 mCmole.L-1) conduisent 
respectivement à 9 g.L-1 de biomasse contre 8,4 g.L-1 et 0,3 g.L-1 de PHB contre 0,8 g.L-1 (Cf. Tableau 58). 
De manière analogue, en conditions de production de PHB en régime permanent (Cf. culture I, 
Figure 103), sous limitation phosphorée, aucune production de biomasse résiduelle n’est constatée. Le 
carbone additionnel est dirigé vers la seule production de PHB. 
 
Figure 103 : Cultures continues H et I, pulses d’acide acétique : concentrations en biomasse résiduelle et PHB obtenues en fin 
de pulse en fonction de la concentration initiale du pulse ; comparaison aux valeurs de régime permanent 
 
Tableau 58 : Cultures continues H et I, pour des pulses de concentrations équivalentes en acide acétique et butyrique, 
comparatif rapide des concentrations en biomasse et PHB obtenues 
  A. Acétique A. Butyrique 
mMole.L-1 57 27 Concentration initiale du pulse 
mCmole.L-1 116 110 
Biomasse résiduelle en fin de pulse g.L-1 9,0 8,4 
PHB en fin de pulse g.L-1 0,3 0,8 
 
Partie III - IV Etude dynamique des réponses de Cupriavidus necator à un excès de substrat acide 
 
 
Document confidentiel   165 
Les rendements globaux de conversion du carbone supplémentaire consommé lors des pulses sont 
présentés sur la Figure 104, ils sont calculés : 
- pour le chemostat I, selon l’expression, 
,( )
( ) additionnels produits
Acide Acétique additionnel consomméS Xr PHB
Xr PHBR +
+
=  
validée par l’équilibration des bilans carbone et rédox reportés dans le Tableau 59 
- et pour le chemostat H d’après la production de dioxyde de carbone 
2
,( )
CO  additionnel produit1
Acide Acétique additionnel consomméS Xr PHB
R + = − . 
Tableau 59 : Culture continue I, pulses d’acide acétique, rendements globaux de conversion du substrat additionnel en 
produits (Biomasse et PHB), bilans carbone et redox, et rendements globaux corrigés selon la vérification du bilan carbone 
pulse RS,(Xr+PHA) (Cmole.Cmole-1) Bilan Carbone Bilan Rédox 
R
 S,(Xr+PHA) corrigé 
(Cmole.Cmole-1) 
F 0,73 100 % 114 % 0,73 
G 0,64 92 % 104 % 0,69 
H 0,57 89 % 94 % 0,65 
I 0,55 94 % 98 % 0,59 
 
Comme lors des pulses d’acide butyrique, ces rendements de conversion du carbone additionnel en 
produits (Biomasse et / ou PHB) sont affectés par l’augmentation de la concentration initiale des pulses (Cf. 
Figure 104). L’effet est d’autant plus marqué si le régime permanent était préalablement établi en condition 
unique de croissance, en comparaison avec des conditions antérieures de production de PHB sous limitation 
phosphore. 
 
Figure 104 : Cultures continues, rendement de production de biomasse et de PHB à partir de l’acide acétique ajouté par pulses 
(culture H pulses I - M ; culture I pulses F-I) 
 
Ces rendements sont inférieurs à ceux mesurés sur acide butyrique. Par contre il semblerait qu’en 
conditions de croissance, l’augmentation de la concentration initiale des pulses d’acide acétique affectent 
moins les rendements que les pulses d’acide butyrique : à 75 mMole.L-1 une réduction du rendement de 
12% est constatée, contre une réduction de 50% avec l’acide butyrique alors qu’en conditions de production 
de PHB, une diminution du rendement similaire de 11 à 16 % est constatée pour les deux acides. 
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III.2 ANALYSE CINETIQUE DE LA CONSOMMATION DE L’ACIDE ACETIQUE EN CONDITIONS DE 
CROISSANCE 
L’analyse de la vitesse spécifique de consommation de l’acide acétique en fonction du substrat 
résiduel dans le milieu révèle une inhibition du potentiel de métabolisation (Cf. Figure 105) pour des 
concentrations résiduelles croissantes en acide. 
La vitesse maximale de consommation de l’acide acétique enregistrée pendant ces pulses est de 
0,23 Mole.Cmole-1.h-1, valeur inférieure à celle mesurée en conditions de croissance optimale  en culture 
Fed-Batch et égale à 0,390 ± 0,065 Mole.Cmole-1.h-1. L’extrapolation de l’évolution de la vitesse de 
consommation d’acide acétique conduit à une valeur nulle pour une concentration résiduelle de l’ordre de 
140 mMole.L-1 équivalente à celle enregistrée pour les pulses d’acide butyrique. 
 
Figure 105 : Culture continue H, pulses d’acide acétique I à M, vitesse spécifique de consommation de l’acide acétique (qAcet 
en Mole.Cmole-1.h-1) en fonction de l’acide résiduel dans le milieu (en mMole.L-1) 
III.3 DEVENIR DE L’ACIDE ACETIQUE EN CONDITIONS DE PRODUCTION DE PHB 
En conditions de production de PHB, les évolutions de la vitesse spécifique de consommation de 
l’acide en fonction du substrat résiduel diffèrent radicalement de celles constatées en conditions de 
croissance (Cf. Figure 106). Pour des concentrations résiduelles allant jusqu’à environ 80 mMole.L-1, la 
vitesse d’assimilation augmente avec l’accroissement des concentrations résiduelle Et au delà de 
80 mMole.L-1, cette tendance s’inverse. Pour les pulses de concentrations initiales inférieures ou égales à 
50 mMole.L-1 (F à H), la vitesse d’assimilation initiale est identique, égale à 0,13 Mole.Cmole-1.h-1, et 
largement inférieure à la capacité maximale de la souche qui est de l’ordre de 0,39 Mole.Cmole-1.h-1. La 
vitesse maximale de production de PHB n’est pas non plus atteinte lors de ces pulses et semble limitée à 
une valeur de 0,22 Cmole.Cmole-1.h-1 bien inférieures aux capacités maximales de biosynthèse 
précédemment obtenu en culture discontinues et égales à 0,29 Cmole.Cmole-1.h-1. Ce comportement 
atypique de la consommation du co-substrat se traduit, indépendamment de la concentration initiale de 
l’ajout, par un flux maximal d’acide acétique inférieur à 61% du flux de carbone total assimilé 
( AcetAcet
Acet But
qF
q q
=
+
 Cf. Figure 107) et se stabilisant en fin en pulse à un ratio voisin de 50%.Un 
antagonisme entre l’acide butyrique et l’acide acétique est identifié empêchant la souche d’atteindre un flux 
d’assimilation plus important de l’acide acétique. 
Pour le pulse le plus élevé (I), une inhibition similaire à ce qui avait été observé jusqu’à présent est 
clairement observée : avec l’augmentation du substrat résiduel, diminution de la vitesse spécifique de 
consommation du substrat (qAcet lim = 0,08 Mole.Cmole-1.h-1), de production de PHB (qPHB lim = 0,14 
Cmole.Cmole-1.h-1). Nous pouvons noter que le rendement est faible en début de pulse certainement en 
association avec le phénomène d’acidification et d’énergie dépensée pour rétablir l’homéostasie pH, 
entrainant une “dissipation” de l’acide acétique. Par contre comment expliquer qu’en fin de pulse, le 
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rendement diminue également alors que les concentrations résiduelles sont faibles. Une explication en lien 
avec l’antagonisme des substrats sera avancée plus tard. 
Deux phénomènes semblent donc être mis en jeu : une inhibition due à l’acide et un antagonisme 
entre l’acide butyrique et l’acide acétique. 
 
Figure 106 : Culture continue I, pulses d’acide acétique F à I, vitesse spécifique de consommation de l’acide acétique (qAcet en 
Mole.Cmole-1.h-1), vitesse spécifique de production de PHB (qPHB en Cmole.Cmole-1.h-1) et rendement instantané de production 
de PHB (RtS,PHB  en Cmole.Cmole-1) en fonction de l’acide résiduel dans le milieu (en mMole.L-1) 
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Figure 107 : Culture continue I, pulses d’acide acétique F-I, rapport entre la vitesse spécifique de consommation de l’acide 
acétique et celle du carbone total ( Acet
Acet
Acet But
qF
q q
=
+
) en fonction de l’avancement du pulse t/tf (avec tf le temps auquel le 
substrat résiduel est épuisé) 
III.4 DISCUSSION : ANTAGONISME ENTRE L’ACIDE BUTYRIQUE ET L’ACIDE ACETIQUE 
La limitation, constatée ici à 61% du flux total de carbone ( limAcetF ), de la vitesse de consommation de 
l’acide acétique en présence d’acide butyrique avait déjà été identifiée lors d’une culture de type Fed-Batch 
en excès de carbone sur double substrat acide butyrique - acide acétique (travaux contractuels d’E. 
Blanchet). Ce comportement est suffisamment atypique pour que l’on puisse se poser la question suivante : 
existe-t-il un antagonisme partiel entre le métabolisme de l’acide butyrique et celui de l’acide acétique. 
Cet aspect a été examiné plus en détail grâce au modèle métabolique validé dans la Partie III - III . 
Le nœud métabolique du catabolisme de ces deux substrats se situe au niveau de la β-cétothiolase qui 
catalyse la condensation de deux acétyl-CoA en acétoacétyl-CoA (sens direct) ou la réaction réverse (Cf. 
Figure 108). Le flux réactionnel dépendra des concentrations relatives en acétoacétyl-CoA et acétyl-CoA, 
avec pour ce dernier, un pool fortement accru en présence d’un excès d’acide acétique. Ainsi, il parait fort 
probable que cet acide soit utilisé prioritairement pour produire la biomasse, l’énergie, et générer le NADPH2 
nécessaire à la production de PHB, l’acide butyrique étant dirigé en totalité vers la production de PHB (Cf. 
Figure 108). Donc, en présence d’acide acétique, la mise en place de la réaction réverse catalysée par la β-
cétothiolase pourra induire une mobilisation d’une fraction de l’excès d’acide acétique pour la production de 
PHB. 
Ce scénario a été simulé avec le descripteur métabolique en recherchant la vitesse maximale de 
production de PHB et d’assimilation de l’acide acétique et en imposant les contraintes suivantes : 
- un flux d’acide butyrique (qBut) de 0,17 Cmole.Cmole-1.h-1 (0,043 Mole. Cmole-1.h-1) 
correspondant au régime permanent 
- un taux de croissance (µ) de 0,068 h-1 (fixé par le flux de phosphore et supposé invariant) 
- un rendement énergétique (YATP,X) inférieur ou égal à 14 µMoleATP.gX-1 et minimisation de la 
dissipation énergétique 
- une génération du NADPH2 via la voie d’Entner-Doudoroff (G6PD) inférieure ou égale à 
2482 µMole.gX-1 (d’après le maximum défini lors du Fed-Batch B Cf. Tableau 55 p.137) 
Partie III - IV Etude dynamique des réponses de Cupriavidus necator à un excès de substrat acide 
 
 
Document confidentiel   169 
Les résultats obtenus sont une vitesse maximale de production de PHB de 0,23 Cmole.Cmole-1.h-1  
pour une vitesse maximale d’assimilation de l’acide acétique de 0,27 Cmole.Cmole-1.h-1 (soit 0,14 Mole. 
Cmole-1.h-1). Ces résultats concordent parfaitement avec les résultats expérimentaux et correspondent à une 
capacité maximale d’assimilation de l’acide acétique de 0,61 Cmole.Cmole-1 (Cf. Figure 108). 
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Figure 108 : Schémas métaboliques envisagés pour le chémostat I : régime permanent et co-substrat acétate butyrate 
 
Ce seuil limAcetF de 0,61 Cmole.Cmole
-1
 retrouvé pour les conditions de régime permanent imposées 
lors du chemostat I, a été évalué, sous les mêmes contraintes de résolution, pour différents régimes 
permanents caractérisés par le flux de butyrate rapporté à la seule demande requise pour la croissance. Les 
résultats sont présentés sur la Figure 109. Ils montrent que la capacité d’assimilation de l’acide acétique 
dépend du flux d’acide butyrique imposé par rapport au flux d’acide butyrique nécessaire pour assurer le 
taux de croissance fixé par la limitation phosphore (rapport XButButF a/ ). A la valeur de XButButF a/  égale à 1 
correspond à un régime permanent pour lequel le taux de croissance est contrôlé par la seule limitation 
carbone (chémostat H) est associé un potentiel de consommation d’acide acétique limAcetF  égal à 
0,78 Cmole.Cmole-1. Pour les valeurs de XButButF a/ supérieures à 1 (limitation phosphorée) ce potentiel 
décroit rapidement à 0,52 Cmole.Cmole-1 pour XButButF a/  = 2 avant de diminuer asymptotiquement vers 
une valeur de 0,40 Cmole.Cmole-1. Il est ainsi possible de prévoir la compatibilité des mélanges d’acide 
acétique et d’acide butyrique avec les conditions de production de PHB fixées et de les adapter si besoin. 
Il est possible d’envisager que les bascules de la réaction β-cétothiolase directe à réverse en début 
d’ajout et, en fin de pulse du sens réverse au sens direct (directement dépendantes de la concentration 
exocellulaire en acide) ne puissent se faire instantanément. Ainsi, il devrait exister des périodes durant 
lesquelles le flux d’acétate vers la synthèse de PHB ne soit pas “optimisé” ce qui correspondrait à un 
overflow catabolique ne pouvant être absorbé par l’anabolisme sous limitation phosphore. Cette dissimilation 
d’acide acétique pourrait décrire les faibles rendements rencontrés en début et fin des pulses de faible 
intensité. Pour les concentrations élevées en acide acétique exocellulaire, une dissipation énergétique 
nécessaire au maintien de l’homéostasie cellulaire ne doit pas être écartée. 
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Figure 109 : Double substrat : acide acétique - acide butyrique, simulation de la quantité maximale d’acide acétique 
assimilable limAcetF  pour la croissance et la production de PHB en fonction du flux d’acide butyrique imposé ramené au flux 
d’acide butyrique nécessaire pour assurer la croissance /But But XF a  
Si la seule limitation contrôlant la culture continue est une limitation carbonée, la capacité de 
production de biomasse n’est pas restreinte. Ce qui signifie que le ratio (flux acide butyrique)/(flux acide 
butyrique croissance) peut diminuer dans la zone comprise entre 0 et 1 et permettre ainsi une plus grande 
capacité d’assimilation de l’acide acétique (trajectoire représentée par la flèche verte sur la Figure 109, cette 
évolution se réalisant, bien entendu, dans les limites des capacités maximales de croissance et de la 
réactivité de la souche. Ce comportement corrobore les observations globales faites lors du chémostat H qui 
établissent un accroissement de la production de biomasse lors des ajouts d’acide acétique nettement 
supérieur à celui obtenu lors des pulses en acide butyrique. 
IV FLUX LIMITANT D’ACIDE BUTYRIQUE, EXCES D’ACIDE PROPIONIQUE 
Peu de pulses d’acide propionique ont été réalisés car les expérimentations n’ont pas pu être 
menées au-delà de 500 et 620 heures pour des problèmes de stabilité du réacteur. Des pulses de 
concentrations allant de 1 à 4 mMole.L-1 (J, K, L) ont été réalisés en conditions de production de PHA 
(chemostat I) et un pulse de 40 mMole.L-1 (O) en conditions de croissance (chemostat H). 
En conditions de production de PHA (Chemostat I), une diminution de la consommation de l’acide 
butyrique faisant suite à l’injection, est constatée à partir du pulse de 3 mMole.L-1. Elle se traduit par une 
accumulation de cet acide dans le réacteur proportionnelle à l’intensité de l’ajout (Cf. Figure 110) et par le 
retour vers la vitesse de consommation enregistrée en régime permanent à des concentrations résiduelles 
en propionate différentes. Il est possible de penser que ces dynamiques sont liées à un mécanisme 
d’inhibition lié à l’acide propionique et à un temps de relaxation nécessaire au rétablissement de 
l’homéostasie cellulaire. Ce mécanisme d’inhibition est confirmé par une réduction de la respiration pour 
l’ajout à 4 mMole.L-1 qui se traduit par une augmentation de la pO2 rapportée à la mesure enregistrée en 
régime permanent (cf. Figure 111). Ces seuils sont similaires à ceux identifiés en Fed-Batch (culture D) où 
une inhibition par l’acide propionique a été constatée dès 1 à 3 mMole.L-1 d’acide résiduel. Cette diminution 
de la respiration n’a jamais été constatée pour les pulses d’acide butyrique et d’acide acétique quelques 
soient les conditions, alors que les concentrations testées ont été jusqu’à 40 fois plus élevés. 
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Lors de ces ajouts, la vitesse maximale de consommation de l’acide propionique a été de 
0,044 Mole.Cmole-1.h-1 (pulse J), valeur bien inférieure à celles mesurées en culture Fed-Batch à partir 
d’acide propionique pur (0.17 Mole.Cmole-1.h-1) et sur double substrat propionate-butyrate (0,057 
Mole.Cmole-1.h-1). 
 
Figure 110 : Culture continue I, pulses d’acide propionique (K, L, J), concentrations résiduelles en acide propionique et acide 
butyrique en fonction du temps 
 
 
Figure 111 : Culture continue I, pulses d’acide propionique (K, L, J), pO2 mesurée rapportée à la valeur moyenne de régime 
permanent en fonction du temps 
 
En conditions de croissance (Chemostat H), la concentration du pulse réalisé était bien au-delà de 
ce seuil d’inhibition de 3 mMole.L-1. Une forte diminution de la consommation de l’acide butyrique et par la 
même de la respiration sont constatées avec pour conséquence une accumulation massive de l’acide 
butyrique dans le milieu (Cf. Figure 112 et Figure 113). L’acide propionique est consommé très lentement à 
une vitesse comprise entre 0,008 et 0,035 Mole.Cmole.h-1. Il faut attendre environ 2,25 h pour que la 
capacité d’assimilation de l’acide butyrique revienne au niveau fixé en régime permanent lorsque la 
concentration résiduelle en acide propionique devient inférieure à environ 15 mMole.L-1. Du PHB-co-HV a 
été produit au cours du pulse avec un taux d’HV de l’ordre de 16% (Mole.Mole-1), l’acide propionique 
consommé a été converti à hauteur de 0,3 Mole.Mole-1 en HV. 
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Figure 112 : Culture continue H, pulse d’acide propionique (O), concentrations résiduelles en acide propionique, butyrique et 
acétique en fonction du temps 
 
Figure 113 : Culture continue H, pulse d’acide propionique (O), vitesse spécifiques de consommation d’acide propionique et 
d’acide butyrique en fonction de la concentration résiduelle en acide propionique 
 
De manière identique aux cultures de type Fed-Batch, de l’acide acétique est excrété dans certaines 
conditions d’excès de substrat. Cette excrétion ne semble pas être liée au niveau de substrat résiduel dans 
le milieu mais au type d’activité cellulaire associé : pour le Fed-Batch C, les niveaux d’acide acétique excrété 
étaient beaucoup plus importants pendant la phase de production de PHB que pendant la phase de 
croissance. 
V CONCLUSIONS 
En excès de phosphore, face à un brusque excès de substrat, la souche est incapable d’adapter 
rapidement son activité anabolique pour retrouver un métabolisme de croissance balancée correspondant à 
la disponibilité en carbone. La majeure partie du substrat est donc dirigée vers la production de PHB pour 
lequel le potentiel des voies de synthèse parait plus flexible. De plus tout excès de substrat acide va se 
traduire par une augmentation du pool d’acétyl-CoA dans la cellule. S’il est couplé à une forte disponibilité 
en NADPH2, cela va induire la production de PHB d’après les connaissances de la régulation de la 
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production de PHB (Partie I, IV.7.3.). En conditions limitantes de phosphore, l’acide excédentaire ne peut 
pas être mobilisé vers la croissance et sa totalité est métabolisée pour la production de PHA. Il est à noter 
que, malgré la diminution du ratio P/C pendant le pulse, le maintien du taux de croissance confirme que la 
teneur intrinsèque en phosphore est la variable prédominante pour le contrôle de l’activité anabolique. 
De manière générale avec l’augmentation des concentrations en substrat résiduel, les capacités 
maximales de synthèse de biomasse et de PHB sont affectées induisant une réduction de l’assimilation du 
substrat. Il est fort probable qu’à l’ajout d’acide est associé, au delà d’une certaine concentration (de l’ordre 
de 30-50 mM), un mécanisme d’inhibition lié à l’acidification cytoplasmique réduisant les potentialités 
anabolique et de biosynthèse de PHA qui soit par une demande énergétique accrue soit par un déséquilibre 
entre potentiel catabolique et potentiel de synthèse (“overflow”) va conduire à une dissipation d’une fraction 
du substrat. L’extrapolation de l’évolution des vitesses spécifiques en fonction de la concentration résiduelle 
en acide acétique et butyrique alors que les rendements optimaux de conversion sont maintenus, situe une 
inhibition totale au-delà de 130-140 mM. 
La réponse dynamique aux pulses d’acide propionique révèle un caractère inhibiteur de cet acide 
nettement supérieur à celui obtenu pour les acides acétique et butyrique alors que les pKa et les longueurs 
de chaînes sont proches : concentrations inhibitrices minimales de l’ordre de 3-4 mM contre 30-50 mM. 
L’acide propionique n’agit pas simplement par une accumulation excessive dans le cytoplasme mais une 
inhibition spécifique de voies métaboliques doit être mise en jeu entrainant l’inhibition de l’oxydation des 
substrats. Nos conditions expérimentales ne permettent pas de quantifier avec plus de précisions les valeurs 
limites d’inhibition. L’observation d’une production d’acétate sur double substrat butyrate-propionate 
confirme l’importance de l’acétyl-CoA en tant que nœud métabolique probablement régulateur des voies du 
devenir du carbone. Cette production d’acétate est révélatrice d’un déséquilibre entre catabolisme et 
potentiels anabolique et de biosynthèse de PHA lié aux mécanismes d’inhibition par les substrats.  
La confrontation des évolutions dynamiques, en réponse à un pulse d’acide butyrique, aux modèles 
stœchiométrique et cinétique permet de définir des zones de liberté à l’intérieur desquelles les vitesses 
spécifiques de production de PHB peuvent évoluer en fonction du point de fonctionnement initial imposé par 
la limitation phosphorée. Plus le point de fonctionnement sera proche du point optimal défini par le rapport 
P/C dans l’alimentation et le taux de dilution hydraulique imposant le taux de croissance, moins 
l’accroissement des flux de conversion en produit sera permis, pouvant provoquer rapidement un 
mécanisme d’overflow conduisant à une dissimilation du substrat non finalisée en produit et/ou biomasse. 
Ainsi plus le point de fonctionnement choisi en régime permanent sera optimal en termes de vitesse, moins 
le système sera robuste face à un excès de carbone. Ces résultats ont été démontrés pour l’acide butyrique, 
d’après la bibliographie, il semble qu’il en soit de même pour l’acide acétique. 
Les expérimentations en multi-substrat ont permises, grâce à leur confrontation avec le modèle 
stœchiométrique, de quantifier et d’expliquer les antagonismes constatés entre les catabolismes de l’acide 
butyrique et de l’acide acétique. Un nœud métabolique au niveau de la β-cétothiolase a été identifié, son 
sens de réaction est opposé dans le métabolisme de ces deux substrats pris individuellement. Quand les 
deux substrats sont en présence, l’acide acétique sera prioritairement dirigé vers la synthèse de biomasse, 
d’énergie et de coenzymes, et l’acide butyrique vers la synthèse de PHB. Il a ainsi été défini que la 
proportion maximale d’acide acétique dans l’alimentation dépend des conditions fixées : par exemple, pour 
un flux d’acide butyrique deux fois supérieur aux besoins de l’anabolisme (fixé par le taux de phosphore et le 
taux de dilution), le flux maximal d’acide acétique est de 52% du carbone total (Cf. Figure 109). Il est ainsi 
possible d’adapter mélanges d’acides en entrée du procédé et paramètres de fonctionnement. 
Cette étude a associé quantification de l’inhibition et quantification des potentialités de production en 
régime transitoire. Elle devrait permettre d’évaluer les points de fonctionnements possibles et les 
rendements associés dans le cadre d’une production avec une alimentation de composition variable 
(qualitativement et quantitativement) et dans le cadre de production de type Fed-Batch avec une stratégie 
d’apports par pulse (commande auto-adaptative) ou d’apports séquentiels. 
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I INTRODUCTION 
Le PHB possède de bonnes propriétés mécaniques mais reste un matériau raide et cassant ce qui 
limite ses applications. L’incorporation de monomères composés de chaînes carbonées plus longues 
comme les HV (hydroxyvalérate), HH (hydroxyhexanoate) ou HO (hydroxyoctanoate) améliore énormément 
les propriétés caractéristiques du matériau (Cf. Partie I - I I.2 p.15). La modulation du pourcentage 
d’incorporation permet d’obtenir une gamme de bioplastiques de qualité variée pouvant être utilisées dans 
les procédés de thermoplastie classiques. Par exemple, pour le PHB-co-HV,  plus la proportion d’HV est 
importante plus le polymère est flexible et résistant et plus la température de fusion diminue (Lee 1995), 
néanmoins des pourcentages d’HV trop élevés peuvent entraîner une non cristallisation. Il est donc 
particulièrement important de maîtriser ce paramètre. 
Les motifs d’HV peuvent être synthétisés avec tout substrat permettant de fournir du Propionyl-CoA 
ou du Valeryl-CoA. En général, c’est l’acide propionique ou l’acide valérique qui est utilisé comme co-
substrat pour la production de PHB-co-HV. Dans ces travaux, seul l’acide propionique été étudié car il 
représente l’un des acides majoritaires pouvant être obtenu par le traitement des effluents par voie 
biologique anaérobie pour la production de motifs d’HV. 
D’après Haywood et al. 1989, le PHV pur ne peut être synthétisé par C. necator car il y a toujours 
une fraction de l’acide propionique ou valérique qui est dévié vers l’acétyl-CoA et donc vers la production de 
motifs d’HB. De plus d’après Lee et al. 1994, il semblerait que l’acide propionique utilisé comme substrat 
unique soit préférentiellement dirigé vers la production de motifs d’HB au détriment des motifs d’HV. 
Néanmoins peu d’études ont été consacrées aux dynamiques de formation des motifs d’HV et d’HB à partir 
de cet acide comme unique substrat carboné. Les principales études recensées sont celles de Kobayashi et 
al. 2000 et Yu 2001. 
Trois cultures de type Fed-Batch (C, D et G) ont donc été réalisées pour élucider le devenir de 
l’acide propionique en tant que substrat pur et en tant que co-substrat afin d’étudier plus particulièrement les   
mécanismes qui gèrent sa répartition entre croissance, motifs d’HB et motifs d’HV. Les objectifs étaient 
notamment de comprendre comment maximiser le rendement de conversion de l’acide propionique en HV 
mais également comment maximiser le pourcentage d’HV dans le polymère. 
II PRODUCTION DE PHB-CO-HV A PARTIR D’ACIDE PROPIONIQUE COMME 
UNIQUE SUBSTRAT 
Comme présenté dans l’analyse des performances globales des cultures de type Fed-Batch (Partie 
III - I II.1.3 p.87), le pourcentage en motifs d’HV du polymère de PHB-co-HV obtenu à partir d’acide 
propionique pur dépend de la conduite de la culture. En effet, pour la culture C, 50% d’HV (mole.mole-1) sont 
obtenus alors que ce pourcentage n’atteint que 33% pour la culture D pendant laquelle une phase 
d’accumulation de PHA avec alimentation en phosphore a été effectuée. 
Les évolutions de pourcentage d’HV dans le polymère résultent de la variation relative des vitesses 
spécifiques de production des deux motifs. Ainsi la vitesse spécifique de production de motifs d’HV ramenée 
à la vitesse spécifique de production de polymère ou pourcentage d’HV instantané ( % instHV ) permet de 
rendre compte de cette dynamique :  
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Pour les cultures continues en régime permanent, ce rapport représente réellement le taux d’HV 
dans le polymère :  
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Figure 114 : Production de PHB-co-HV à partir d'acide propionique pur, évolution du pourcentage de PHA dans la biomasse 
(en g.g-1) et du pourcentage d’HV dans le polymère (en Mole.Mole-1) 
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Après initiation de la production de PHA à 10h, le taux d’HV dans le polymère augmente rapidement 
pour se stabiliser à 34% (Mole.Mole-1) entre 15 et 32 heures de culture pour le Fed-Batch C (Cf. Figure 114). 
Ensuite le taux d’HV augmente jusqu’à la fin de la culture pour atteindre 50%. Concernant le Fed-Batch D, 
de 13 à 33 heures de cultures, le pourcentage d’HV dans le polymère augmente de 0 à 37 % puis rediminue 
lentement pour se stabiliser à une valeur de 33% à partir de 45h. 
 
Figure 115 : Production de PHB-co-HV à partir d'acide propionique pur, évolution des vitesses spécifiques de production de 
biomasse, de PHB, de PHV (en Cmole.Cmole-1.h-1) et évolution du pourcentage d’HV instantané soit qPHV/qPHA (en Mole.Mole-1) 
En étudiant les vitesses spécifiques, il est possible de remarquer pour ces deux Fed-Batch, que, dès 
l’initiation de la production de PHB-co-HV, la vitesse de production de PHB est supérieure à celle de 
production de PHV (Cf. Figure 115). Tant qu’une alimentation en phosphore est maintenue, la vitesse de 
production de PHB reste supérieure à celle de production de PHV. A partir du moment où le phosphore 
résiduel est épuisé et qu’aucun apport de phosphore n’est réalisé, la vitesse de production de PHB va 
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diminuer progressivement, permettant ainsi au rapport qPHV/qPHA d’augmenter et d’atteindre dans certaines 
conditions 100% (Fed-Batch G, Figure 115). Dans le cas du Fed-Batch D, cette augmentation du rapport 
qPHV/qPHA, enregistrée de 50 à 79 h, ne semble pas avoir de répercutions sur le pourcentage réel d’HV dans 
le polymère. Cela s’explique essentiellement par le fait que le pourcentage de PHA est déjà très élevé dans 
la cellule (Cf. Figure 114) et que les vitesses spécifiques de production pendant cette phase sont très 
faibles. (Cf. Figure 115). 
Le niveau de carence auquel se produit ce phénomène est variable d’une culture à l’autre. Il est 
possible de relier l’évolution du pourcentage instantané d’HV dans le polymère au taux instantané de PHA 
dans la biomasse (qPHA/(qPHA+µ)) : selon la Figure 116, si une croissance résiduelle est maintenue 
(qPHA/(qPHA+µ) < 1), il est alors impossible d’obtenir un polymère à plus 33% (Mole.Mole-1). Ce pourcentage 
maximum ne pourra donc pas être dépassé pour des cultures continues simple étage. 
 
Figure 116 : Evolution du pourcentage d’HV instantané (qPHV/qPHA) en fonction du pourcentage de PHA instantané 
(qPHA/(qPHA+µ)) sur acide propionique pur  (cultures C, D et phase accumulation n°5 de la cul ture G) 
 
Contrairement aux affirmations de Haywood et al. 1989 et Lee et al. 1994, il est possible, si aucune 
croissance résiduelle n’est assurée (qPHA/(qPHA+µ) = 1), que l’acide propionique soit uniquement assimilé 
pour produire des motifs d’HV (Cf. Figure 116). Par contre, il est impossible d’obtenir un polymère constitué 
à 100% d’HV puisque la cellule a forcément vécu un degré de limitation plus faible et aura forcément produit 
des motifs d’HB avant de produire 100% d’HV. 
III PRODUCTION DE PHB-CO-HV SUR DOUBLE SUBSTRAT (ACIDE BUTYRIQUE ET 
PROPIONIQUE) 
Lors de la production de PHV à partir d’acide propionique seul, la perte d’un carbone est obligatoire 
pour obtenir l’acétyl-CoA qui sera condensé avec le propionyl-CoA pour aboutir à un motif d’HV (Cf. Partie I - 
I IV.2.2 p.30). Pour maximiser la conversion de l’acide propionique en HV, il serait intéressant de combiner 
l’acide propionique avec un autre substrat carboné qui fournisse l’acétyl-CoA requis. Dans une logique de 
maximisation des rendements, le choix du second substrat carboné s’est porté sur l’acide butyrique (un seul 
ATP pour 4 atomes de carbone pour l’activation du substrat). 
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III.1 POURCENTAGE D’HV MAXIMUM SI LA PRODUCTION DE PHB-CO-HV EST ASSOCIEE A UNE 
CROISSANCE RESIDUELLE 
Comme pour les cultures sur substrat pur, tant qu’une croissance résiduelle est maintenue, le 
pourcentage maximum d’HV dans le polymère est fixé :  
- à 18% (Mole.Mole-1) pour une consommation d’acide propionique par rapport au 
carbone total consommé de 0,52 ± 0,04 Mole.Mole-1 
- à 12% (Mole.Mole-1) pour une consommation d’acide propionique par rapport au 
carbone total consommé de 0,37 ± 0,02 Mole.Mole-1 
Ainsi, d’après la Figure 117, la proportion maximale d’HV dans le polymère, dans des conditions où 
une croissance résiduelle est maintenue dépend directement de la proportion d’acide propionique dans 
l’alimentation. En dessous de 18% (Mole.Mole-1) d’acide propionique dans l’alimentation, aucun motif d’HV 
ne sera formé. 
 
Figure 117 : Corrélation entre le pourcentage maximum instantané d'HV dans le polymère (qPHV/qPHA) et le rapport de 
consommation de l'acide propionique sur carbone total (qProp/qC) données issues des cultures C, D, G (à l’exception du point 
rouge, donnée issue d’une culture d’E. Blanchet, résultats contractuels) 
 
III.2 PRODUCTION DE PHB-CO-HV EN L’ABSENCE D’UNE CROISSANCE RESIDUELLE, ANALYSE 
DES RENDEMENTS ET DE LA COMPOSITION DU POLYMERE 
Comme pour la production de PHB-co-HV sur acide propionique, en co-substrat, en l’absence de 
croissance résiduelle (en conditions de carence en phosphore), il est possible de convertir une part plus 
importante d’acide propionique en HV et de dépasser les seuils en termes de pourcentages d’HV maximums 
fixés dans le paragraphe précédent. 
De plus dans les conditions de co-métabolisation de l’acide butyrique et de l’acide propionique, il est 
possible qu’une mole d’acide propionique donne lieu à une mole d’HV, selon l’équation bilan suivante : 
2 Prop + 1 But + 3 ATP + 2 NADPH + FAD + H2O + NAD  2 HV + 3 ADP + 2 NADP + FADH2 + NADH2 
La simulation des flux a été effectuée selon les hypothèses retenues sur simple substrat soit 
activation de l’acide propionique avec un seul ATP en propionyl-CoA puis métabolisation via le cycle du 
méthyl-citrate. De plus une croissance résiduelle nulle a été considérée impliquant d’après les résultats 
précédents une unique voie de génération du NADPH2 : l’isocitrate déshydrogénase du cycle de Krebs 
(TCA). Enfin le système a été résolu en recherchant une conversion de l’acide propionique en HV maximale. 
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La Figure 114 synthétise les résultats de cette simulation en présentant le rendement de production 
de motifs d’HV à partir de l’acide propionique, le rendement de production de PHB-co-HV à partir du substrat 
(acides propionique et butyrique) et le pourcentage d’HV dans le polymère en fonction du pourcentage 
d’acide propionique dans le substrat. Elle permet de définir que l’optimum est atteint pour un taux d’acide 
propionique de l’ordre de 50% dans l’alimentation (en Mole.Mole-1), et avec  
- au-delà de 50% d’acide propionique dans l’alimentation, il est possible de produire uniquement des 
motifs d’HV. Par contre le rendement théorique limite décroît avec l’augmentation du pourcentage 
d’acide propionique dans l’alimentation puisque l’acide butyrique ne permet plus de fournir tout 
l’acétyl-CoA nécessaire à la production d’HV. 
- en deçà de 50%, l’acide propionique n’est pas du tout décarboxylé permettant d’avoir un 
rendement molaire maximal de production d’HV. Par contre, plus le pourcentage d’acide propionique 
décroît et plus la cellule synthétise du PHB à partir de l’acide butyrique excédentaire induisant des 
pourcentages d’HV dans le polymère de plus en plus faibles. 
 
 
Figure 118 : Double substrat : acide propionique - acide butyrique, simulation des rendements maximum en HV à partir d’acide 
propionique et en P(HB-co-HV) à partir du substrat selon le pourcentage d’acide propionique dans l’alimentation 
 
Ce scénario modélisé optimal de 50% a été testé expérimentalement lors de la culture sur double 
substrat (G). Un rapport d’acide propionique dans l’alimentation de 52% ± 4% (Mole.Mole-1), a pu être 
maintenu pendant la majeure partie de la phase d’accumulation n°4. A partir de 51 heures de cultures, toute 
alimentation en phosphore a été arrêtée, le taux de croissance devient nul aux environs de 57 heures de 
cultures (Cf. Figure 119). Il faut attendre au-delà de 63 heures de cultures pour que la proportion d’HV 
produite augmente (taux d’HV instantané sur la Figure 119), et que le rendement instantané de conversion 
de l’acide propionique en HV deviennent supérieur au maximum mesuré sur acide propionique pur de 
0,25 Mole.Mole-1 (Culture G phase accumulation n°5) et au rendement théorique limite de production d’HV 
de 0,34 Mole.Mole-1 (soit 0,56 Cmole.Cmole-1) à partir d’acide propionique pur (Cf. Figure 120). Ceci 
confirme indubitablement qu’une partie du flux de butyrate est utilisé pour fournir l’acétyl-CoA nécessaire à 
la production des motifs d’HV conformément aux prévisions. Par contre les flux de substrats n’ont pas été 
maintenus suffisamment longtemps pour savoir si l’acide propionique en mélange avec de l’acide butyrique 
pouvait être totalement converti en HV à raison d’une mole par mole fournie. 
Concernant le rendement de production de PHA à partir du carbone total (Cf. Figure 120), le 
maximum obtenu est de 0,66 Cmole.Cmole-1 soit 94% du théorique limite pour une proportion de 52% ± 4% 
(Mole.Mole-1) d’acide propionique dans l’alimentation. 
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Figure 119 : Culture G sur substrat double (Acide Butyrique - Acide Propionique), phase d’accumulation n°4, évolution du 
pourcentage de PHA dans la biomasse (en g.g-1), du pourcentage d’HV dans le polymère (en Mole.Mole-1), des vitesses 
spécifiques de production de biomasse, de PHB, de PHV (en Cmole.Cmole-1.h-1) et évolution du pourcentage d’HV instantané 
soit qPHV/qPHA (en Mole.Mole-1) 
 
 
Figure 120 : Culture G sur double substrat (Acide Butyrique - Acide Propionique), phase d’accumulation n°4 (52% ± 4% 
Mole.Mole-1 d’acide propionique dans l’alimentation), A - évolution du rendement instantanée de production d’HV à partir 
d’acide propionique (qPHV/qProp), B- évolution du rendement instantanée de production de P(HB-co-HV) à partir du carbone total 
consommé (qPHA/qS). 
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Dans des conditions où aucune croissance résiduelle n’est maintenue (carence en phosphore), 
l’utilisation d’un double substrat acide butyrique - acide propionique permet donc de maximiser la conversion 
de l’acide propionique en HV et de maximiser le taux d’HV dans le polymère. 
IV DISCUSSION 
IV.1 INFLUENCE DU MAINTIEN D’UNE CROISSANCE RESIDUELLE ET DU TYPE DE LIMITATION SUR 
LA PRODUCTION DE MOTIFS D’HB ET D’HV 
Si une croissance résiduelle est assurée grâce à un apport en phosphore, le pourcentage d’HV 
maximal dans le polymère dépend du taux d’acide propionique dans l’alimentation et ne peux dépasser 33 ± 
5% sur acide propionique pur. Par contre si aucune croissance résiduelle n’est assurée, il est possible de 
convertir l’acide propionique en motifs d’HV uniquement. 
Ces résultats sont comparables à ceux obtenus par Zinn et al. 2003 (Cf. Figure 121) sur double 
substrat acide butyrique - acide valérique avec une limitation azote (C/N fixé à 17 Mole.Mole-1) dans des 
conditions de croissance résiduelle (culture en chemostat avec D = 0,1 h-1). Quand le taux d’acide valérique 
dans l’alimentation est de 100%, le pourcentage maximum d’HV dans le polymère est fixé à 62 % 
(Mole.Mole-1). Par contre en batch (où une croissance n’est pas forcément assurée) des teneurs un peu plus 
élevées (75%) sont atteintes avec la même souche (H16) par Doi et al. 1988b. Avec l’acide valérique 
contrairement à l’acide propionique, la proportion d’HV dans le polymère est identique à celle d’acide 
valérique dans l’alimentation si celle-ci est inférieure ou égale à 20%. 
 
Figure 121 : Zinn et al. 2003, pourcentage d’HV dans le polymère en fonction du pourcentage d’acide valérique dans 
l’alimentation (Culture de type chemostat, double limitation carbone et azote avec C/N = 17, double substrat acide valérique - 
acide butyrique) 
 
Selon Lefebvre et al. 1997, une double limitation en oxygène et en azote, pour une culture sur 
substrat mixte glucose – acide propionique, permet de réduire la vitesse de production d’HB sans affecter la 
vitesse de production d’HV et donc d’accroître le pourcentage d’HV dans le polymère. Ce ralentissement de 
production d’HB est attribué par les auteurs par une réduction du pool d’acétyl-CoA suite à la limitation en 
oxygène. En effet la conversion du propionate en acétyl-CoA génère 3 coenzymes réduits requérant 1,5 
mole d’oxygène pour leur régénération d’où la dépendance directe de ce flux de conversion au flux 
d’accepteur d’électron et par la même la limitation de la production de motifs d’HB. Le rendement de 
production d’HV à partir de l’acide propionique de 0,73 Mole.Mole-1 obtenu dans ces conditions, démontre 
une utilisation du glucose pour l’obtention de l’acétyl-CoA nécessaire à la formation du motif d’HV. 
En revanche, dans le cas des cultures uniquement limitées par l’azote, il semblerait que le taux d’HV 
est d’autant moins élevé que la limitation est drastique. Ces conclusions ont été formulées par Shimizu et al. 
1999 pour des cultures sur acide butyrique et/ou acide valérique et par Aragao sur double substrat glucose- 
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acide propionique qui, du reste, propose une stratégie d’alimentation en azote pour favoriser la production 
de motifs d’HV. A contrario, dans notre étude, c’est l’arrêt de la croissance provoquée par une carence en 
phosphore qui favorise le maintien de la vitesse de production d’HV et permet de réduire la vitesse de 
production d’HB, voire de l’annuler. Il semblerait donc que les mécanismes métaboliques définissant la 
composition des PHA, selon le type de limitation, azotée ou phosphorée soient différents. L’azote est un 
élément directement mobilisé dans la composition macromoléculaire et donc requis pour l’ensemble des 
voies anaboliques mais également pour la constitution des granules de PHB (protéines, phospholipides). 
Ainsi, la limitation azote réduirait indifféremment le potentiel enzymatique nécessaire à la biosynthèse des 
motifs d’hydroxybutyrate comme d’hydroxyvalérate (en accord avec les résultats d’Aragao).  
Pour sa part, le phosphore, également essentiel en tant qu’élément structurel, joue un rôle beaucoup 
plus global sur les mécanismes de régulation, de phosphorylation (activation) et de manière générale sur le 
potentiel énergétique cellulaire. La réduction de sa teneur intrinsèque pourrait réduire la conversion du 
propionyl-coA en acétyl-CoA (selon les hypothèses avancées pour la limitation en oxygène) réorientant le 
métabolisme du propionate vers la synthèse des motifs de HV. Ainsi, il semblerait que la réaction de 
condensation de deux acétyl-coA catalysée par la β-cétothiolase A (PhaA) soit beaucoup plus altérée par la 
réduction du pool en acétyl-CoA que ne le serait l’activité de la β-cétothiolase B (BktB) participant à la 
condensation d’un acétyl-CoA et d’un Propionyl-CoA pour la synthèse d’un HV en accord avec les 
constantes d’affinité des deux enzymes de 0,23 mM pour BktB contre 1,1 pour PhaA (Haywood et al. 
1988a). La production d’HB est donc réduite, alors que l’acide propionique est intégré au maximum dans les 
motifs d’HV. 
Comme avancé précédemment (co-substrat acétate - butyrate), en présence d’une croissance 
résiduelle, le catabolisme du pyruvate conduisant à l’acétyl-CoA, l’activité de la β-cétothiolase phaA est 
dirigée dans le sens de la condensation de deux acétyl-coA pour la production d’un acétoacétyl-CoA. L’acide 
butyrique est totalement converti en PHB, et uniquement une fraction du propionate est convertie en HV, 
celui-ci étant aussi utilisé pour les besoins de la croissance et pour la génération de coenzymes (Cf. Figure 
122). 
Alors qu’en phase de carence, les besoins en acétyl-CoA sont assurés par le catabolisme du 
butyrate qui ne génère que 2 coenzymes réduits pour 2 moles d’acétyl-CoA soit un équivalent de 1,5 mole 
d’ATP par mole d’acétyl-CoA contre 5 pour l’acide propionique, réduisant d’autant la déperdition énergétique 
(Cf. Figure 123). 
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Figure 122 : Répartition des flux d’acide butyrique et d’acide propionique en présence d’une croissance résiduelle 
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Figure 123 : Répartition des flux d’acide butyrique et d’acide propionique sans croissance résiduelle (carence phosphore) 
 
La carence phosphore permet de ralentir la production des motifs d’HB tout en maintenant la 
production d’HV et augmente donc le pourcentage d’HV dans le polymère. De plus elle permet de limiter la 
conversion de l’acide propionique en acétyl-CoA et maximise sa conversion en HV.  
IV.2 CONSEQUENCES SUR LA COMPOSITION DES GRANULES DE PHB-CO-HV 
Au cours des cultures de type Fed-Batch comportant de l’acide propionique comme substrat, la 
composition du polymère produit évolue si les vitesses de production de PHA et de biomasse ne sont pas 
parfaitement maîtrisées. Pour cela les flux de phosphore et de carbone doivent être finement contrôlés. 
Généralement au début de la phase d’accumulation, uniquement du PHB est produit puis de plus en plus 
d’HV s’intègre dans le polymère jusqu’à ce que soit produit 100% de motifs d’HV. 
Il semble raisonnable de penser que ces cinétiques de production vont avoir une influence non 
négligeable sur la composition des granules de PHA. Ainsi une structure en couches superposées de PHB-
co-HV à taux d’HV variable est envisageable. En fin de culture, une grande hétérogénéité de granule doit 
exister. Ceci est illustré par la Figure 124 ci-dessous. 
 
Figure 124 : Illustration de la formation des granules de PHB-co-HV au cours d'une culture de type Fed-Batch sur acide 
propionique pur sans alimentation en phosphore. 
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Ces hypothèses sont en accord avec les travaux de Kelley et Srienc 1999 qui ont travaillé sur la 
formation de granules multicouches de PHB et PHB-co-HV grâce à une alimentation alternée fructose-
valérate. Kelley et Srienc 1999 ont validé la structure des granules par microscopie électronique à 
transmission et par mesure de DSC (Differential Scanning Calorimetry). Ces auteurs ont également 
constatés une hétérogénéité des types de granules. Ils avancent comme explication que l’initiation des 
différentes granules se fait à différents temps de cultures, ou qu’il existe une coalescence de certaines 
granules. 
V CONCLUSIONS 
L’ensemble de ces constatations montre que la composition monomérique moyenne du biopolymère 
va dépendre étroitement de la composition qualitative de la source carbonée et en particulier de la 
proportion molaire en acide propionique. 
Toutefois les dynamiques obtenues lors des cultures alimentées démontrent que la composition 
instantanée est directement reliée au degré de limitation de la croissance. La transposition de nos résultats 
vers un procédé de production de type continu doit prendre en compte tous ces éléments pour obtenir un 
polymère d’usage intéressant. L’obtention d’un polymère ayant une structure en couches superposées de 
PHB-co-HV à taux d’HV variable n’est pas forcement un handicap pour son utilisation rationnelle dans 
l’industrie des plastiques. Au contraire certains auteurs comme Kelley et al. 1998; Kelley et Srienc 1999; 
Pederson et al. 2006 recherchent ce type de structure car elle confère au polymère des propriétés d’intérêt.  
Si un procédé continu est envisagé avec comme objectif l’obtention d’une teneur en HV relativement 
élevé, la conversion de l’acide propionique en motifs d’HV doit être optimisé. La bioconversion de cet acide 
doit donc être opérée au cours d’une phase de carence en phosphore oblitérant toute croissance résiduelle. 
Toutefois l’obtention d’une biomasse catalytique exige une étape assurant la dilution du phosphore 
intrinsèque associée obligatoirement à une synthèse de polymère avec le meilleur rendement carbone 
possible. 
Un procédé continu doublement étagé est de nature à satisfaire ces deux conditions : un premier 
étage de croissance avec comme source carbonée un mélange d’AGV exempt de propionate (et valérate) 
composé majoritairement d’acide butyrique associé à un apport de phosphore et un second étage dans 
lequel s’opèrerait la carence recherchée, alimenté en propionate dans un rapport molaire tel qu’il ne puisse 
être catabolisé (par exemple en mélange avec de l’acide butyrique à 50% molaire constitue un optimum). 
Les points de fonctionnement doivent correspondre à un épuisement de la source carbonée afin d’éviter 
toute inhibition due à l’accumulation acide. Pour maximiser les productivités, les temps de séjour doivent 
être en adéquation pour le premier étage avec le taux de croissance maximal et pour le second étage avec 
les cinétiques de productions optimales 
Ce second étage peut être substitué par un procédé discontinu traitant séquentiellement la 
production du premier étage et permettant ainsi de moduler la qualité du produit en fonction de la 
composition de la source carbonée et d’obtenir des lots de produits d’autant plus homogènes. Un autre 
avantage du Fed-Batch en fin de procédé (à la place du second étage ou après celui-ci) serait d’obtenir un 
taux d’accumulation au maximum des capacités de la souche pour faciliter ensuite l’extraction du polymère. 
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Ces travaux de thèse s’inscrivent dans un contexte économique et environnemental qui motive les 
acteurs de l’assainissement à passer d’une logique d’épuration à une logique de valorisation des effluents. 
La production de bioplastique de type Poly-Hydroxy-Alcanoates (PHA) à partir de résidus organiques fait 
partie de cette démarche. Ce bioplastique d’intérêt peut se substituer à une fraction des matières plastiques 
issues de l’industrie pétrolière, avec comme spécificité d’être biodégradables et biocompatibles. 
La filière envisagée commence par un prétraitement des déchets organiques issus de l’épuration 
pour fournir un substrat de choix pour la production de PHA par voie microbienne : les Acides Gras Volatils 
(majoritairement acide acétique, butyrique et propionique). La souche Cupriavidus necator a été choisie pour 
son efficacité avérée à l’échelle industrielle et pour son statut de microorganisme modèle ce qui permet de 
disposer d’un grand nombre d’informations métaboliques, génétiques et fermentaires pour de nombreux 
substrats. 
Les objectifs de ce travail étaient d’identifier et de quantifier les mécanismes métaboliques majeurs 
susceptibles de contrôler l’accumulation et la nature des biopolymères produit par C. necator sur substrat de 
type acide gras volatil. Le choix de la limitation par le phosphore pour induire la synthèse de PHA a été 
orienté par la possibilité, dans les filières de traitement des effluents liquides, de disposer de procédés 
maîtrisés de déphosphatation permettant le contrôle du rapport phosphore/carbone. Les substrats ont été 
étudiés individuellement puis en mélanges représentatifs de la diversité qualitative et quantitative de source 
de carbone disponible après traitement biologique ou thermochimique de résidus organiques issus de 
stations d’épuration. 
 
La diversité métabolique est développée dans la littérature soit de manière parcellaire soit de 
manière trop globale, tant au niveau des substrats que des produits. Elle nous a amené vers une démarche 
scientifique de validation d’hypothèses basées globalement sur la confrontation des données expérimentales 
aux résultats de modèles métaboliques établis d’après la bibliographie. Ces comparaisons itératives et 
croisées ont conduit d’une part à la conception d’expérimentations ciblées et d’autre part à l’affinement 
progressif du modèle métabolique. Le modèle ainsi développé permet de rendre compte de la variabilité de 
la stoechiométrie de conversion des substrats et de la variabilité de la composition monomérique du produit. 
Sur le plan cinétique, il permet d’appréhender les mécanismes cellulaires pouvant rendre compte des 
potentialités de consommations sur substrats multiples et des couplages entre croissance et production. 
Si la description métabolique est déjà présente dans la littérature (Shi et al. 1997 et Yu et Si 2004), 
elle est souvent uniquement utilisée pour visualiser globalement le devenir du carbone pour différentes 
conditions opératoires. Par la complexification du descripteur, en associant au métabolisme central 
l’ensemble des voies anaboliques majeures et les voies de biosynthèse, il a été possible de proposer 114 
schémas métaboliques potentiellement opérationnels d’après les données bibliographiques disponibles. Les 
expérimentations ont été construites selon des modes opératoires permettant de manière déductive de 
réduire rapidement le nombre de scénarios métaboliques présumés. Elles ont également servies à quantifier 
les potentialités cinétiques maximales afin d’acquérir toutes les informations nécessaires à l’évaluation d’une 
faisabilité de mise en œuvre en condition de production industrielle. En ce sens, les niveaux de performance 
de production de PHA sur acides gras volatils se situent parmi les meilleures de la littérature avec, pour les 
plus significatifs, 66 g.L-1 de biomasse totale, un pourcentage d’accumulation massique de 88% en PHB 
(PolyHydroxyButyrate) ou en PHB-co-HV (PolyHydroxybutyrate-co-HydroxyValerate) comportant jusqu’à 
52% de motifs d’HV et des productivités globales de 0,65 g.L-1.h-1. 
Dans un premier temps, pour chacun des trois acides (acide butyrique, propionique et acétique), une 
caractérisation cinétique et stœchiométrique a été réalisée selon une conduite apte à éviter tout effet 
inhibiteur pouvant résulter de leur accumulation dynamique dans les moûts de fermentation. Pour cela, la 
stratégie de cultures de type Fed-Batch avec des apports non limitants et non inhibiteurs en carbone a été 
privilégiée. Indépendamment de l’acide métabolisé, le taux de croissance maximal de la souche a été établi 
à 0,33 h-1 et la vitesse spécifique maximale de production de PHA à 0,29 Cmole.Cmole-1.h-1 (atteinte lorsque 
le taux de croissance avoisine 0,07 h-1). Ces études ont aussi permis d’accéder aux rendements théoriques 
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limites expérimentaux de conversion de chacun des acides en biomasse, PHB et/ou PHV. Leur confrontation 
aux estimations théoriques déduites des différents schémas métaboliques, confortée par les données 
bibliographiques, ont permis de retenir comme valides les hypothèses suivantes : exigence d’un seul ATP 
pour l’activation des substrats, catabolisme de l’acide propionique selon la voie du méthyl-citrate, de l’acide 
butyrique via le S-HB-CoA, possibilité de générer le NADPH2 via la voie d’Entner Doudoroff (G6PD) et via 
l’activité de l’isocitrate déshydrogénase (TCA), efficience de trois sites d’exportation de protons dans la 
chaîne respiratoire  
D’autre part ces études ont également mis en évidence des corrélations entre vitesses spécifiques 
de croissance et de production de PHA qui se caractérisent pour les taux de croissance supérieurs à 0,07 h-1 
par un découplage inverse, alors que pour les taux de croissance inférieurs à cet optimum, un couplage 
partiel est caractérisé. Ces couplages cinétiques trouvent une interprétation métabolique, grâce à la bonne 
adéquation entre constat expérimental et résultats de dynamique du descripteur (sous contraintes) en 
fonction du taux de croissance. Les contraintes imposées dans le descripteur sont une consommation 
maximale de substrat, une déperdition énergétique minimale respectant un seuil supérieur limite du 
rendement ATP établi durant les phases exponentielles de croissance (YATP,X = 14 g.Mole-1), un potentiel de 
génération du NADPH2 via la G6PD inférieur ou égal à trois fois le flux requis pour la demande anabolique 
en pentose phosphates et une activité du cycle des acides tricarboxyliques (TCA) bornée à celle estimée en 
phase de croissance pure. La concordance entre simulation et expérimentation permet l’obtention des 
valeurs des vitesses spécifiques de production du polymère en fonction de la nature des substrats (acide ou 
osidique). La structure du descripteur et les hypothèses métaboliques sont validées pour la modélisation 
globale des potentialités maximales de production du biopolymère.  
Les conclusions concernant les mécanismes biologiques seraient d’une part, que la capacité de 
synthèse des PHA est directement dépendante du potentiel de génération du NADPH2 et d’autre part, que le 
maintien d’une croissance résiduelle en phase de production conduit à la double optimisation des vitesses 
spécifiques de production et des rendements. Ainsi, le transfert de l'ATP produit associé à la synthèse de 
PHA vers la demande énergétique de croissance, et la persistance d’une activité néoglucogénique, 
conduisent à l’amélioration des rendements théoriques limites. Cela permet d’obtenir, pour les taux de 
croissance faibles, un rendement de production effectif égal à celui obtenu à un taux de croissance nul. 
Un intérêt particulier a été porté au devenir de l’acide propionique, en tant que substrat unique 
comme en tant que co-substrat, pour l’obtention d’un hétéro polymère PHB-co-HV présentant des 
caractéristiques mécaniques compatibles avec les procédés plasturgiques actuels. En présence d’une 
croissance résiduelle, le pourcentage de motifs d’hydroxyvalérate dans le polymère est corrélé à la fraction 
molaire en acide propionique en mélange avec l’acide butyrique : en deçà d’un ratio de 20% dans 
l’alimentation aucun motif d’HV n’est produit et sur acide propionique pur, il est limité à 33 ± 5% 
MoleHV.MolePHA-1. En revanche, en absence de croissance résiduelle (carence phosphore) et au delà d’une 
fraction molaire de 50% d’acide propionique dans le substrat, il est possible de le convertir en totalité en 
motifs d’HV. Ces résultats, ainsi que les rendements de conversion, sont étayés par la description 
métabolique permettant de quantifier la fraction de propionate catabolisée par le cycle du méthyl-citrate 
(nulle en condition de non-croissance) et par le postulat d’une activité β-cétothiolase B (Bkt B) assurant la 
condensation de l’acétyl-CoA et du Propionyl-CoA en motif d’HV. Ces résultats originaux, en référence à la 
littérature, démontrent un comportement métabolique spécifique lié à la limitation de la croissance par le 
phosphore en comparaison avec la limitation azotée pour laquelle le taux d’HV diminue avec l’accroissement 
du degré de limitation.  
Les expérimentations continues en multi-substrats ont révélé des comportements atypiques de co-
consommation des acides butyrique et acétique. La confrontation avec le modèle stœchiométrique a permis 
de formuler des hypothèses métaboliques décrivant l’antagonisme partiel entre les catabolismes de ces 
deux acides jusqu’à ce jour peu explicité dans la littérature. Le nœud réactionnel se situe au niveau de la β-
cétothiolase A qui, pour chacun des substrats pris séparément, présente une activité inversée : synthèse 
pour l’acétate comme substrat, hydrolyse pour le butyrate. Alors qu’en co-métabolisation, un des deux sens 
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de réaction sera imposé en fonction du rapport entre le flux de consommation en butyrate et sa demande 
théorique requise pour la croissance. Cette directionalité réactionnelle permet de quantifier le flux maximal 
d’assimilation d’acide acétique rapportée au carbone total consommé. Ainsi, pour des points de 
fonctionnements caractérisés par le potentiel de croissance (imposé par la limitation phosphore), la 
disponibilité en carbone et la composition molaire du mélange de substrats, les quantifications des vitesses 
spécifiques d’assimilation des substrats, des potentialités de production de PHB et des différents 
rendements de conversion sont rendues possibles. Par extension, on peut prévoir les conditions opératoires 
permettant d’assurer une totale conversion de l’acide butyrique en motifs d’HB. 
La description métabolique couplant les réactions cataboliques sur multi-substrats l’anabolisme et 
les voies de production de l’hétéropolymère, a permis, pour l’ensemble des conditions opératoires, de 
déterminer les rendements limites de conversion du carbone. Elle a aussi permis de déterminer les 
contraintes de génération des cœnzymes réduits, de l’énergie cellulaire et de caractériser les couplages 
cinétiques entre croissance, production et consommation antagoniste des substrats. Toutefois, au-delà de 
l’interprétation biologique, la mise en œuvre d’un tel descripteur en tant qu’outil d’ingénierie requiert 
quelques approfondissements. En particulier, le postulat concernant des contraintes constantes sur le 
potentiel de génération du NADPH2 via la voie Entner Doudoroff et le TCA, conduit à des modèles linéaires 
indicatifs des points critiques mais qui ne reflètent pas toute la complexité biologique. Il serait souhaitable de 
moduler ces contraintes en fonction du potentiel catalytique cellulaire qui pourrait globalement être 
représenté par la teneur intracellulaire en phosphore. Il conviendrait également d’adapter le rendement 
énergétique de croissance et la dissipation énergétique au degré de limitation phosphorée. Ceci afin de 
prendre en compte d’une part, une modification macromoléculaire de la biomasse, et d’autre part un 
accroissement du turn-over sur certaines molécules phosphorée (ARN, … ) et probablement une perte 
d’efficacité de la phosphorylation oxydative. 
Après avoir défini des conditions opératoires sur triple substrat permettant d’évaluer des 
comportements cinétiques et les devenirs du carbone représentatifs de nos hypothèses métaboliques, la 
confrontation expérimentale permettrait de statuer sur la robustesse de notre modèle et son potentiel 
d’extrapolation en vue exploitation rationnelle de dimensionnement de procédés. 
 
Les effets inhibiteurs des AGV ont été explorés dans des gammes de concentrations supposées 
représentatives d’accumulation pouvant intervenir lors de la mise en œuvre d’un procédé industriel de 
production. Ils ont été quantifiés par l’analyse de la réponse dynamique induite par une perturbation de type 
pulse sur des cultures continues préalablement stabilisées en régime permanent. 
Pour les acides acétique et butyrique, en seule condition de limitation carbonée, face à un brusque 
excès de substrat, la souche est incapable d’adapter rapidement son activité anabolique pour accéder à un 
métabolisme de croissance balancée correspondant à la disponibilité en carbone. La majeure partie du 
substrat est donc orientée vers la production de PHB pour lequel le potentiel de réactivité de synthèse parait 
plus flexible. Sous double limitation phosphore - carbone, le potentiel anabolique reste inchangé et l’acide 
excédentaire est totalement métabolisé pour conduire à la production de PHA. De manière générale avec 
l’augmentation des concentrations en substrat résiduel, les capacités maximales de synthèse de biomasse 
et de PHB sont affectées, ce qui entraîne une réduction des vitesses spécifiques d’assimilation des 
substrats. Cependant, en deçà de concentrations seuils de 30 à 40 mM, la préservation des rendements 
limites de conversion atteste d’un métabolisme global balancé. Pour les concentrations résiduelles 
supérieures à ce seuil, une fraction croissante du substrat est oxydée sans finalisation en biomasse ou 
produit. Une dissimilation totale des substrats (non finalisée en produit et/ou biomasse) pour des 
concentrations résiduelles supérieures à 130-140 mM est constatée. Cette surconsommation peut être 
interprétée selon les différents mécanismes induits par les acides faibles proposés par la littérature. Elle peut 
correspondre à une dépense énergétique nécessaire au maintien de l’homéostasie pH, à une réduction de la 
force proton-motrice résultant d’une acidification du cytoplasme ou à un déséquilibre entre potentiel 
catabolique imposé par les fortes concentrations en substrat et le potentiel de synthèse (mécanisme d’ 
“overflow”).  
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L’acide propionique présente un caractère fortement inhibiteur comparativement à l’acide acétique et 
à l’acide butyrique qui est décelé dès 3 mMole.L-1. La respiration est drastiquement ralentie, phénomène 
jamais constaté avec les acides butyrique et acétique quelques soient les conditions, même pour des 
concentrations résiduelles jusqu’à 40 fois plus élevées. Aux mécanismes d’inhibition généralement attribués 
aux acides monocarboxyliques courtes chaînes, une inhibition spécifique des voies métaboliques doit être 
envisagée. Cette spécificité d’action a déjà été reportée mais elle est non élucidée. 
La confrontation des évolutions dynamiques constatées, en réponse à un pulse d’acide butyrique, 
aux frontières délimitées par les modèles stœchiométriques et cinétiques, permet de définir des domaines 
de variation à l’intérieur desquels les vitesses spécifiques de production de PHB peuvent évoluer à partir du 
point de fonctionnement du régime permanent initialement imposé par la limitation phosphore. En ajustant 
ces frontières par la prise en compte de la réduction des capacités maximales de la souche corrélée aux  
concentrations résiduelles en acides, il semblerait que, plus le point de fonctionnement premier est proche 
des limites optimales, moins le système est robuste face à un excès de substrat. Il existe alors un risque plus 
important de dissimilation du substrat engendrant une instabilité du réacteur pouvant conduire à son lavage. 
Au cours de ces mêmes cultures continues, ont été identifiées des phases métaboliques transitoires qui 
pourraient caractériser des transitions métaboliques à partir d’un état physiologique stabilisé, des variations 
du potentiel anabolique, une induction ou un arrêt de la production, une mise en place ou un arrêt de voies 
cataboliques. Il serait intéressant de pouvoir caractériser ces dynamiques pour des cultures en chemostat 
stabilisées avec l’acide acétique comme substrat principal ou avec l’acide propionique. Cela pourrait 
permettre de quantifier les temps de réponse à introduire dans un modèle cinétique dans l’évolution de 
fonctions d’activités au niveau des différentes fonctionnalités métaboliques clés identifiées dans le 
descripteur métabolique. Ainsi, il deviendrait possible de décrire parfaitement les dynamiques des régimes 
transitoires qui sont rencontrés lors de cultures discontinues alimentées ou continues avec une alimentation 
carbonée et/ou phosphorée variable dans le temps. 
 
L’ensemble des constatations expérimentales montrent que la composition monomérique moyenne 
du biopolymère va dépendre étroitement de la composition qualitative de la source carbonée et en particulier 
de la proportion molaire en acide propionique mais également du degré de limitation de la croissance par le 
phosphore. Ce travail fourni les bases d’une approche rationnelle de définition des points de fonctionnement 
d’un procédé de production de PHA performant permettant l’obtention d’un polymère “sur mesure”. 
Les principaux mécanismes à retenir sont : 
- le maintien d'une faible croissance résiduelle grâce à une alimentation contrôlée en phosphore 
améliore rendements et cinétiques de production du polymère. Par contre, il est défavorable à la 
conversion efficace de l’acide propionique en motifs d’HV. 
- le contrôle des mélanges d’acides en alimentation par rapport aux conditions de fonctionnement du 
procédé peut permettre de favoriser l’obtention d’un pourcentage d’HV, et d’éviter un antagonisme 
dans le catabolisme de l’acide acétique et l’acide butyrique. 
- le choix du point de fonctionnement conditionne la variabilité admissible de l’alimentation 
(quantitativement et qualitativement) pour qu’un système de production opéré en continu soit stable 
 
Nous avons développé un modèle en intégrant une grande partie de la flexibilité du métabolisme du 
micro-organisme qui a fortement contribué à l’identification de leviers, de goulots d’étranglements… qui 
peuvent régir les modifications de compétences des cellules observées expérimentalement. L’aboutissement 
vers un modèle global exige l’intégration d’une composante cinétique telle que l’on en trouve dans la 
littérature récente en association avec une stoechiométrie figée par un nombre restreint de réactions et ne 
prenant pas en compte le NADPH2 (van Aalst - van Leeuwen et al. 1997; Leaf et Srienc 1998; Dias et al. 
2005; Dias et al. 2008; Jiang et al. 2011; Penloglou et al. 2011). Nos corrélations cinétiques sont établies en 
fonction du potentiel anabolique quantifié par le taux de croissance de la biomasse catalytique. Celle-ci est 
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fortement dépendante de la teneur intrinsèque en phosphore, taux intracellulaire non maîtrisable 
expérimentalement et pouvant varier dynamiquement jusqu’à un facteur 10. Pour cela, une étude poussée 
de la croissance en fonction de la disponibilité en phosphore est absolument nécessaire et notamment 
l’établissement des valeurs limites de rendements de production de biomasse résiduelle à partir du 
phosphore selon le principe énoncé par Egli et Zinn 2003. Des expérimentations réalisées en cultures 
continues limitées en phosphore imposant des variations du taux de croissance selon le principe de 
l’accélérostat avec une alimentation carbonée asservie à la minimisation de la production du polymère 
pourraient répondre à cet objectif et permettre d’identifier le rôle du phosphore dans les transitions entre les 
différents états de compétences des cellules. 
La généralisation du modèle à d’autres espèces bactériennes suppose des connaissances 
quantifiées sur leur capacité maximale de croissance, leur composition élémentaire et macroscopique et 
d’une description précise de leur métabolisme et en particulier de leurs voies de génération du NADPH2. 
L’existence d’une activité transhydrogénase notamment permettrait d’espérer des rendements théoriques 
limites de production de PHA proche de un par modification des corrélations reliant vitesse spécifique de 
production de PHA et taux de croissance. Les contraintes métaboliques formulées dans ce travail pour la 
génération du pouvoir réducteur se transformerait alors en une unique contrainte énergétique. 
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Composés (en indice ou abréviation) : 
 
Acet  Acide Acétique 
But  Acide Butyrique 
C  Carbone 
CO2  Dioxyde de Carbone 
N  Azote 
O2  Dioxygène 
P  Phosphore 
PHA  PolyHydroxyAlcanoates 
PHB  PolyHydroxyButyrate 
PHV  Polyhydroxyvalérate 
Prop  Acide Propionique 
S  Substrat 
Xr  biomasse résiduelle : (g/L)PHA -(g/L) MS=rX  
Xt  biomasse totale 
 
Liste des symboles et abréviations : 
 
A 
AGV  Acides gras volatils 
ABS :  acrylonitrile butadiene styrene 
 
C 
0C   solubilité de l’oxygène de l’air en µmol O2.kg-1 
2   G ECO  fraction molaire de dioxyde de carbone dans le flux de gaz entrant dans le 
fermenteur 
2    G SCO  fraction molaire de dioxyde de carbone dans le flux de gaz sortant du fermenteur 
2    G fCO  fraction molaire de dioxyde de carbone dans le flux de gaz sortant de la phase 
liquide 
2    L ECO , 3    L EHCO  et 3    L ECO  respectivement les concentrations (mole.L-1) en dioxyde de 
carbone dissous, carbonates et bicarbonates dans le flux de liquide entrant 
2  LCO , 3  LHCO  et 3  LCO  respectivement les concentrations en dioxyde de carbone dissous, 
carbonates et bicarbonates dans le flux de liquide sortant (et dans la phase liquide 
du fermenteur hypothèse d’homogénéité) 
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TOTALLCO   2  comptabilise toutes les formes du CO2 en solution (mole.L-1) : 
LLLTOTAL COHCOCOCO  3 3 2 L 2 ++=  
 
D 
D  taux de dilution en h-1 
 
H 
OH   constante de Henry pour le dioxygène en mole.L
-1 
H   concentration en protons en mole.L-1 
HB  hydroxybutyrate 
HD  hydroxydodecanoate 
HH  hydroxyhexanoate 
HO  hydroxyoctanoate 
HP  hydroxypropionate 
HV  hydroxyvalérate 
 
K 
akL  Coefficient de transfert de matière global défini par rapport à la phase liquide en h-1 
0K   constante de Henry pour le dioxyde de carbone en mole.L
-1
 
1K  constante d’équilibre pour la dissociation du dioxyde de carbone dissous en ions 
hydrogénocarbonates 
2K  constante d’équilibre pour la dissociation des ions hydrogénocarbonates en 
carbonates 
 
M 
im   masse de la solution i en g 
iM   grandeur massique du composé i produit ou comsommé en Cmole 
iMM   masse de la Cmole du composé i en g.Cmole
-1
 
MMB  Milieu Minéral Basal 
Mn  Masse moléculaire moyenne en nombre 
MS  Masse sèche en g.L-1 
Mw  Masse moléculaire moyenne en poids 
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N 
2   G EN   fraction molaire d’azote dans le flux de gaz entrant dans le fermenteur 
2    G SN   fraction molaire d’azote dans le flux de gaz sortant du fermenteur 
2    G fN   fractions molaires d’azote dans le flux de gaz sortant de la phase liquide 
 
O 
2   G EO   fraction molaire de dioxygène dans le flux de gaz entrant dans le fermenteur 
2    G SO  fraction molaire de dioxygène dans le flux de gaz sortant du fermenteur 
2    G fO   fraction molaire de dioxygène dans le flux de gaz sortant de la phase liquide 
2    L EO   concentration (mole.L-1) en dioxygène dissous dans le flux de liquide entrant 
2  LO  concentration (mole.L-1) en dioxygène dissous dans le flux de liquide sortant (et dans 
la phase liquide du fermenteur hypothèse d’homogénéité) 
 
P 
 atmP   pression atmosphérique en Pa 
PA  polyamide (nylon) 
PBS  polybutyrate succinate 
PBSAT  polybutylene succinate-co-adipate terephthalate 
PBSL   polybutyrate succinate-co-lactate 
PBT   polybutyrate terephthalate 
PCL   polycaprolactone 
PE  polyethylene 
PEbd  polyethylene basse densité 
PEhd  polyethylene haute densité 
PET  polyethylene terephthalate 
fermP   surpression dans le fermenteur en Pa 
 pi  pression partielle du gaz i (% de la saturation) 
PLA  polylactic acid 
PP  polypropylène 
PUR  polyurétane 
PVC  polyvinyl chloride 
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XP   teneur intracellulaire en phosphore en Mole.Cmole
-1
 (
Xr
P
PX
int
= ) 
 
Q 
 
 G EQ   flux de gaz entrant dans le fermenteur en Mole.h-1 
 G SQ   le flux de gaz sortant en Mole.h-1 
 L EQ   flux de liquide entrant dans le fermenteur en L.h-1 
 L SQ   flux de liquide sortant en L.h-1 
QPHA  productivité volumique globale (g.L-1.h-1) 
qj vitesse spécifique de production ou de consommation du composé j en 
Cmole.Cmole-1.h-1 
QR coefficient respiratoire en Cmole.Mole-1 
 
R 
Ri,j rendement expérimental global de conversion du composé i en composé j en 
Cmole.Cmole-1 
t
jiR ,  rendement expérimental instantané de conversion du composé i en composé j en 
Cmole.Cmole-1 
rj vitesse de production ou de consommation du composé j en Cmole.L-1.h-1 
rmj vitesse massique de production ou de consommation du composé j en Cmole.h-1 
 
S 
ES   concentration du substrat en entrée du fermenteur (Cmole.L-1) 
S   concentration du substrat dans le fermenteur (Cmole.L-1) 
 
T 
GT   température de la phase gaz en K 
LT   température de la phase liquide en K 
 
V 
LV   volume de liquide dans le fermenteur en L 
GV   volume de ciel gazeux en mole 
TotalV   volume du fermenteur condenseur compris en L 
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0 22, 413996 /V L mol=  volume molaire dans les conditions normales de température et de 
pression soit 0 273,15T K=  et 0 101325P Pa=  
 
Y 
Yi,j rendement théorique limite de conversion du composé i en composé j en 
Cmole.Cmole-1 
 
Lettres grecques 
γj  degré de réduction du composé j 
iρ   masse volumique de la solution i en kg.L-1 
µ  taux de croissance de la biomasse résiduelle en h-1 
µapp  taux de croissance apparent (ou de la biomasse totale) en h-1 
 ϕj  flux d’échange du composé j Cmole.L-1.h-1 
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Annexe 1 : Listing des réactions utilisées lors de la modélisation, qui 
conduisent à la production de chaque élément constitutif de la biomasse 
1 Ammoniac + 1 NADH,H + 1 Pyruvate → 1 alanine 
4 Ammoniac + 5 ATP + 3 NADH,H + 1 NADPH,H + 1 Acetyl CoA + 1 a-cetoglutarate + 1 
Oxaloacetate + 1 CO2 → 
1 Fumarate + 1 Acetate + 1 
CoenzymeA +  1 arginine 
2 Ammoniac + 2 ATP + 1 NADH,H + 1 Oxaloacetate → 1 asparagine 
1 Ammoniac + 1 NADH,H + 1 Oxaloacetate → 1 aspartate 
1 Soufre + 1 Ammoniac + 3 ATP + 4 NADPH,H + 1 Acetyl CoA + 1 Glycerate-P → 1 Acetate + 1 CoenzymeA +  1 
cysteine 
1 Ammoniac + 1 NADH,H + 1 a-cetoglutarate → 1 glutamate 
2 Ammoniac + 1 ATP + 1 NADH,H + 1 a-cetoglutarate → 1 glutamine 
1 THF + 1 Ammoniac + 1 Glycerate-P → 1 Methylene-THF +  1 glycine 
1 Methenyl-THF + 3 Ammoniac + 3 ATP + 1 Oxaloacetate + 1 Pentose-P → 1 THF + 1 NADH,H + 1 Fumarate 
+  1 histidine 
1 Ammoniac + 2 ATP + 5 NADPH,H + 1 Oxaloacetate + 1 Pyruvate → 1 CO2 +  1 isoleucine 
1 Ammoniac + 1 NADPH,H + 1 Acetyl CoA + 2 Pyruvate → 2 CO2 + 1 CoenzymeA +  1 leucine 
2 Ammoniac + 1 ATP + 2 NADH,H + 2 NADPH,H + 1 Oxaloacetate + 1 Pyruvate + 1 
SuccinylCoA → 
1 CO2 + 1 Succinate + 1 
CoenzymeA +  1 lysine 
1 Methyl-THF + 1 Soufre + 1 Ammoniac + 4 ATP + 1 NADH,H + 6 NADPH2,H + 1 Acetyl 
CoA + 1 Oxaloacetate + 1 Glycerate-P + 1 SuccinylCoA → 
1 THF + 1 Pyruvate + 1 Acetate + 
1 Succinate + 2 CoenzymeA +  1 
methionine 
1 Ammoniac + 1 ATP + 1 NADH,H + 1 NADPH2,H + 1 Erythrose-P + 2 P-Enolpyruvate → 1 CO2 +  1 phenylalanine 
1 Ammoniac + 1 ATP + 3 NADPH,H + 1 a-cetoglutarate → 1 proline 
1 Ammoniac + 1 Glycerate-P → 1 serine 
1 Ammoniac + 2 ATP + 2 NADH,H + 1 NADPH,H + 1 Oxaloacetate → 1 threonine 
2 Ammoniac + 4 ATP + 1 NADH,H + 1 NADPH,H + 1 Erythrose-P + 1 Pentose-P + 2 P-
Enolpyruvate + 1 Glycerate-P → 
1 Pyruvate + 1 CO2 + 1 Glycerol-
P +  1 tryptophane 
1 Ammoniac + 1 ATP + 1 NADPH,H + 1 Erythrose-P + 2 P-Enolpyruvate → 1 CO2 +  1 tyrosine 
0.1009 alanine + 0.0446 arginine + 0.0455 asparagine + 0.0455 aspartate + 0.0677 
cysteine + 0.0386 glutamate + 0.0386 glutamine + 0.0992 glycine + 0.0449 histidine + 
0.0333 isoleucine + 0.0579 leucine + 0.0457 lysine + 0.0175 methionine + 0.0256 
phenylalanine + 0.1373 proline + 0.0325 serine + 0.0444 threonine + 0.0106 
tryptophane + 0.0192 tyrosine + 4.324 ATP 
→ 1 PROTEINE 
2 Formyl-THF + 5 Ammoniac + 11 ATP + 4 NADH,H + 2 Oxaloacetate + 1 Pentose-P + 
1 Glycerate-P + 1 CO2 → 
1 THF + 1 Methyl-THF + 2 
Fumarate +  1 ATP 
2 Formyl-THF + 5 Ammoniac + 12 ATP + 2 NADH,H + 1 Oxaloacetate + 1 Pentose-P + 
1 Glycerate-P + 1 CO2 → 
1 THF + 1 Methyl-THF + 1 
Fumarate +  1 GTP 
3 Ammoniac + 10 ATP + 1 NADH,H + 1 Oxaloacetate + 1 Pentose-P + 0.5 Oxygène → 1 CTP 
2 Ammoniac + 7 ATP + 1 NADH,H + 1 Oxaloacetate + 1 Pentose-P + 0.5 Oxygène → 1 UTP 
0.18 ATP + 0.3264 GTP + 0.3201 CTP + 0.1691 UTP + 0.4 ATP → 1 RNA 
2 Formyl-THF + 5 Ammoniac + 11 ATP + 4 NADH,H + 2 Oxaloacetate + 1 Pentose-P + 
1 Glycerate-P + 1 CO2 → 
1 THF + 1 Methyl-THF + 1 
NADPH,H + 2 Fumarate +  1 
dATP 
2 Formyl-THF + 5 Ammoniac + 12 ATP + 2 NADH,H + 1 Oxaloacetate + 1 Pentose-P + 
1 Glycerate-P + 1 CO2 → 
1 THF + 1 Methyl-THF + 1 
NADPH,H + 1 Fumarate +  1 
dGTP 
3 Ammoniac + 10 ATP + 1 NADH,H + 1 Oxaloacetate + 1 Pentose-P + 0.5 Oxygène → 1 NADPH,H +  1 dCTP 
1 Methylene-THF + 2 Ammoniac + 8 ATP + 1 NADH,H + 1 Oxaloacetate + 1 Pentose-P 
+ 0.5 Oxygène → 1 THF + 1 NADPH2,H +  1 dTTP 
0.1691 dATP + 0.3201 dGTP + 0.3264 dCTP + 0.1844 dTTP + 1.4161 ATP → 1 DNA 
1 ATP + 1 Glycerol-P → 1 glycerolP 
1 Ammoniac + 1 Glycerate-P → 1 serine 
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7 ATP + 15 NADPH,H + 8 Acetyl CoA → 8 CoenzymeA +  1 C16:0 
7 ATP + 15 NADPH,H + 8 Acetyl CoA + 0.5 Oxygène → 8 CoenzymeA +  1 C16:1 
8 ATP + 16 NADPH,H + 9 Acetyl CoA + 0.5 Oxygène → 9 CoenzymeA +  1 C18:1 
1 Glucose-P → 1 inositol 
1 Ammoniac + 1 Glycerate-P → 1 CO2 +  1 Ethanolamine 
1 glycerolP + 0.6 serine  + 0.666667 C16:0  + 0.66666666666 C16:1  + 0.66666666666 
C18:1  + 0.2 inositol + 0.2 Ethanolamine + 2 ATP → 1 PHOSPHO LIPIDES 
1 ATP + 1 Glucose-P → 1 Equiv glucose 
1 Equiv glucose → 1 POLYSACCHARIDES 
1 Glycerol-P → 1 glycerolP 
7 ATP + 15 NADPH2,H + 8 Acetyl CoA → 8 CoenzymeA +  1 C16:33% 
7 ATP + 15 NADPH2,H + 8 Acetyl CoA + 0.5 Oxygène → 8 CoenzymeA +  1 C16:1 33% 
8 ATP + 16 NADPH2,H + 9 Acetyl CoA + 0.5 Oxygène → 9 CoenzymeA +  1 C18:1 33% 
1 glycerolP + 1 C16:33% + 1 C16:1 33% + 1 C18:1 33% + 2. ATP → 1 TRIGLYCERIDES 
1 Ammoniac + 1 ATP + 1 NADH,H + 1 Acetyl CoA + 1 Fructose-P → 1 CoenzymeA +  1 UDP-Na.glu.amine 
1 Ammoniac + 2 ATP + 1 NADH,H + 1 NADPH,H + 1 Acetyl CoA + 1 Fructose-P + 1 P-
Enolpyruvate → 
1 CoenzymeA +  1 UDP-N-
amuramic 
1 Ammoniac + 1 NADH,H + 1 Pyruvate → 1 Alanine 
2 Ammoniac + 1 ATP + 4 NADPH,H + 1 Oxaloacetate + 1 Pyruvate + 1 SuccinylCoA → 1 Succinate + 1 CoenzymeA +  1 diaminopimelate 
1 Ammoniac + 1 NADH,H + 1 a-cetoglutarate → 1 glutamate 
1 UDP-Na.glu.amine + 1 UDP-N-amuramic + 2 Alanine + 1 diaminopimelate + 1 
glutamate + 5 ATP → 1 PEPTYDOGLYCANE 
1 ATP + 1 Glucose-P → 1 UDP-glucose 
1 Ammoniac + 1 Glycerate-P → 1 CO2 +  1 CDP-ethanolamine 
6 ATP + 11 NADPH,H + 7 Acetyl CoA → 7 CoenzymeA +  1 OH-Myristique 
2 ATP + 1 Pentose-P + 1 P-Enolpyruvate → 1 CMP KDO 
1 ATP + 2 Glucose-P → 4 NADPH,H + 2 CO2 + 1 Glycerol-P +  1 NDP Heptose 
1 Ammoniac + 2 ATP + 1 Fructose-P → 1 TDP glucosamine 
5 UDP-glucose + 2 CDP-ethanolamine + 6 OH-Myristique + 3 CMP KDO + 3 NDP 
Heptose + 3 TDP glucosamine → 1 LPS 
2 Ammoniac + 2 ATP + 3 NADPH,H + 1 Acetyl CoA + 1 a-cetoglutarate → 1 Acetate + 1 CoenzymeA +  1 
ornithine 
1 ornithine → 1 POLYAMINE 
 
Rq. La composition des protéines de Cupriavidus necator a été déterminée par Aragao lors de sa 
thèse. Le reste des données est essentiellement issu des données disponibles sur E. coli (Ingraham et al. 
1983) 
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Annexe 2 : Listing des réactions du catabolisme utilisées lors de la 
modélisation de la croissance sur acide gras volatils 
 
1 THF + 1 NADPH,H + 1 CO2  →  1 Formyl-THF 
 1 Methylene-THF + 1 NADPH,H  →  1 Methyl-THF 
 1 Methylene-THF  →  1 Methenyl-THF + 1 NADH,H 
 1 Methylene-THF  →  1 THF + 1 CO2 
1 Fructose-P  →   1 Glucose-P 
 1 Glucose-P  →  1 NADPH,H + 1 Gluconate 6-P 
 1 Fructose di-P  →  1 Fructose-P 
2 Triose-P  →   1 Fructose di-P 
1 NADH,H + 1 Glycerate-diP  →   1 Triose-P 
1 ATP + 1 Glycerate-P  →   1 Glycerate-diP 
1 P-Enolpyruvate →   1 Glycerate-P 
 1 P-Enolpyruvate ← → 1 ATP + 1 Pyruvate 
 1 Pyruvate + 1 CoenzymeA  →  1 NADH,H + 1 Acetyl CoA + 1 CO2 
 1 ATP + 1 Acetate + 1 CoenzymeA  →  1 Acetyl CoA 
 1 Acetyl CoA + 1 Oxaloacetate  →  1 CoenzymeA + 1 Isocitrate 
 1 Isocitrate  →  1 NADH,H + 1 a-cetoglutarate + 1 CO2 
 1 α-cetoglutarate + 1 CoenzymeA  →  1 NADH,H + 1 CO2 + 1 SuccinylCoA 
 1 SuccinylCoA  →  1 ATP + 1 Succinate + 1 CoenzymeA 
 1 Succinate  →  1 Fumarate + 1 FADH2 
 1 Fumarate  →  1 Malate 
 1 Malate  →  1 NADH,H + 1 Oxaloacetate 
 1 ATP + 1 Oxaloacetate ← →  1 P-Enolpyruvate + 1 CO2 
 1 Gluconate 6-P  →  1 NADPH,H + 1 Pentose-P + 1 CO2 
1 Ribose-P  →  1 Pentose-P 
1 Xylulose-P  →  1 Pentose-P 
1 Triose-P + 1 SedoHeptulose-P  →  1 Ribose-P + 1 Xylulose-P 
1 Fructose-P + 1 Triose-P  →  1 Erythrose-P + 1 Xylulose-P 
1 Fructose-P +1 Erythrose-P  → 1 Triose-P + 1 SedoHeptulose-P 
1 Gluconate 6-P  → 1 KDPG 
1 KDPG  → 1 Pyruvate + 1 Triose-P 
1 Glycerol-P  →   1 NADH,H + 1 Triose-P 
 1 Isocitrate  →  1 Succinate + 1 Glyoxylate 
 1 Acetyl CoA + 1 Glyoxylate  →  1 CoenzymeA + 1 Malate 
 1 NADH,H + 0.5 Oxygène  →  6 Proton 
 0.5 Oxygène + 1 FADH2  →  3 Proton 
 3 Proton  →  1 ATP 
 1 ATP  →    
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Annexe 3 : Listing des voies supplémentaires de génération du NADPH2 : 
 
Via l’enzyme malique :  
 
1 Malate  →  1 NADPH,H + 1 Pyruvate + 1 CO2 
 
Via l’isocitrate deshydrogénase NADP dépendante : 
 
1 Isocitrate  →  1 NADPH2,H + 1 a-cetoglutarate + 1 CO2 
 
 
Annexe 4 : Listing des réactions spécifiques du catabolisme de l’acide 
butyrique 
Activation : 
1 ATP + 1 CoenzymeA + 1 Butyrate  →  1 Butyryl-CoA 
ou 
2 ATP + 1 CoenzymeA + 1  Butyrate  →  1  Butyryl-CoA 
puis 
1 Butyryl-CoA  →  1 FADH2 + 1 Crotonyl-CoA 
 1 Crotonyl-CoA  →  1 S-3HB-CoA 
1 S-3HB-CoA  →   1 NADH,H + 1 AcetoAcetylCoA 
1 CoenzymeA + 1 AcetoAcetylCoA  →   2 Acetyl CoA 
ou 
1 Butyryl-CoA  →  1 FADH2 + 1 Crotonyl-CoA 
 1 Crotonyl-CoA  →  1 R-3HB-CoA 
1 R-3HB-CoA  →   1 NADPH,H + 1 AcetoAcetylCoA 
1 CoenzymeA + 1 AcetoAcetylCoA  →   2 Acetyl CoA 
 
 
Annexe 5 : Listing des réactions spécifiques du catabolisme de l’acide 
propionique 
 
Activation : 
1 ATP + 1 CoenzymeA + 1 Propionate  →  1 Propionyl-CoA 
ou 
2 ATP + 1 CoenzymeA + 1 Propionate  →  1 Propionyl-CoA 
 
Cycle du méthyl-citrate : 
1 Oxaloacetate + 1 Propionyl-CoA  →  1 Pyruvate + 1 Succinate + 1 CoenzymeA 
 
 
 
β-oxydation : 
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1 Propionyl-CoA  →  2 NADH,H + 1 Acetyl CoA + 1 CO2 + 1 FADH2 
 
Via le Succinyl-CoA : 
1 ATP + 1 CO2 + 1 Propionyl-CoA  →  1 SuccinylCoA 
 
 
Annexe 6 : Listing des réactions de production du PHB à partir de 
l’acétoacetyl-CoA 
 
1 AcetoAcetylCoA + 1 NADPH,H  →  1 R-3HB-CoA 
1 R-3HB-CoA  →  1 CoenzymeA + 1 monomère d'HydroxyButyrate 
 
 
Annexe 7 : Listing des réactions de production de PHV à partir d’Acétyl-CoA 
et de Propionyl-CoA 
 
1 NADPH,H + 1 Acetyl CoA + 1 Propionyl-CoA  →  2 CoenzymeA + 1 monomère d'Hydroxyvalérate 
 
 
Annexe 8 : Listing des réactions de consommation d’un motif d’HB ou d’HV 
 
2 ATP + 1 CoenzymeA + 1 monomère d'HydroxyButyrate → 1 NADH,H + 1 AcetoAcetylCoA 
   
2 ATP + 2 CoenzymeA + 1 monomère d'Hydroxyvalérate → 1 NADH,H + 1 Acetyl CoA + 1 Propionyl-CoA 
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